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15d-PGJ2: 15d-prostaglandina J2 
4-HNE: 4-Hidroxinonenal 
5-HT: Serotonina 
ACTH: hormona adenocorticotropa 
AP-1: Proteína activadora-1  
ARNInc: ARN de cadena larga no codificante 
ARNsn: ARN de tamaño pequeño 
ATP: Adenosina trifosfato 
BHE: Barrera hematoencefalica 
BM: Médula ósea 
CAM: Moleculas de adhesión celular 
CCL2/MCP-1: Proteína quimiotáctica de monocitos 1 
CCR2: receptor de quimiocina tipo 2 
CD14: Cluster de diferenciación 14  
CHCL3: Cloroformo 
CLO: Clodronato 
CMS: Chronic mild stress 
COX: Ciclooxigenasa 
CPM: Macrófago del plexo coroideo 
CRF: Factor liberador de corticotropina 
Cu: cobre 
CX3CR1: receptor de fractalquina 
DAMP: Danger-associated molecular pattern molecules 
DJ-1: Parkinson’s-associated protein 
EA: Enfermedad de Alzheimer 
EAAT: Transportadores de aminoácidos excitadores 
EAE: Encefalomielitis alérgica experimental 
ERK: Quinasa regulada por señales extracelulares 







GLUT: Transportador de glucosa 
GR: receptor de glucorticoides 
GRS: Glutation reductasa 
HHA: Eje hipotalámico-hipofisario-adrenal 
HSP60: proteína de choque térmico 60 
ICAM: Molécula de adhesión intercelular 
IFNү: Interferón gamma 
IKB: Inhibidor de kappa B 
IKK: Quinasa de IκB 
IL-1: Interleuquina 1 
iNOS: Óxido nítrico sintasa inducible 
JAK: Janus Kinasas 
KEAP-1: Proteína Asociada a ECH tipo-Kelch 1 
LNA: Acido nucleico bloqueado 
LPS: Lipopolisacárido 
Ly6C: lymphocyte antigen 6 complex, locus C1 
MAPK: Proteína/Quinasa Activada por Mitógenos 
MD2: Myeloid differentation 2 or lymphocyte antigen 96 
MDA: Malonildialdehído 
MGM: macrófagos meníngeo 
MMP9: metaloproteasa de matriz 9 
MSH: hormona estimuladora de melanocitos 
MyD88: Myeloid differentiation 88 
NA: Noradrenalina 
NF-κB: Factor nuclear kappa B 
NMDA: Ácido N-metil-D-aspártico 
NOX2: phagocyte NADPH oxidase 
NQO-1: NAD(P)H quinona deshidrogenasa-1 






O2-: anión superóxido 
ONOO: peroxinitrito 
PAMP´S: Pathogen-associated molecular patterns 
PGE2:  Prostaglandina E2 
POMC: propiomelanocortina 
PPARү: receptores nucleares activados por los proliferadores de peroxisomas ү 
PVM: Macrófagos perivasculares 
RISC: RNA-induced silencing complex 
RNS/ROS: especies reactivas de nitrógeno y de oxígeno 
SEPT: Estrés post traumático 
SNC: Sistema Nervioso Central 
SNS: Sistema nervioso simpático 
SOD: super óxido dismutasa 
SR-BI: scavenger receptor class B type I 
STAT: Signal Transducer and Activator of Transcription 
TEM: Microscopio electrónico de transmisión 
TGFβ: Factor de crecimiento transformante beta 
TLR-4: toll like receptor 4 
TNFR1: receptor de TNFα 1 
TNFR2: receptor de TNFα 2 
VCAM: Molécula de adhesión endotelial 














Introducción: El SNC y el sistema inmune periférico están en comunicación 
constante. Estímulos inflamatorios de distinta naturaleza como puede ser la 
administración periférica de LPS bacteriano o la exposición prolongada a estrés 
interrumpe la comunicación homeostática entre el SNC y el sistema inmune 
periférico, lo que conduce hacia un estado pro-inflamatorio. Muchos son los 
eventos relacionados con la alteración de esta homeostasis, como puede ser la 
activación del eje HHA, activación del sistema nervioso simpático, tráfico de 
células inmunes, etc.   Muchas de estas respuestas llevan consigo un aumento 
en la señalización pro-inflamatoria y forman parte de la fisiopatología de 
enfermedades en el SNC. Gran parte de la investigación con respecto a 
respuesta inmune y el SNC se centra en la microglía. Sin embargo, se sabe 
mucho menos sobre otras células inmunes residentes en el cerebro, como los 
macrófagos perivasculares (PVM). Estas células son parte estructural de la 
barrera hematoenecefálica, jugando un papel importante en la comunicación del 
sistema inmune al cerebro, transmitiendo y modulando señales inflamatorias 
periféricas.  
Los PVM tienen una ubicación que se podría considerar estratégica para 
regular la respuesta inmune, rodeando las arterias y venas que penetran 
profundamente en el tejido cerebral conocido como espacio perivascular, lo que 
las hace excelentes candidatas para regular las interacciones SNC-periferia en 
condiciones de estrés.  
Muchos de los estudios centrados en los PVM les atribuyen un papel 
regulador en el paso de macromoléculas al SNC, regulación del eje HHA, 
implicación en modelos de patologías de infección en SNC, entre otros. Con 
todo, su papel en el cerebro permanece poco claro tanto en una situación 
fisiológica como patológica debido a la diversidad de efectos que han 
demostrado en los estudios reportados hasta el día de hoy, así como los 
mecanismos implicados. Esta Tesis Doctoral plantea explorar en profundidad su 






Material y métodos: Para elucidar el papel de los PVM en el SNC, se ha 
utilizado la administración central de clodronato encapsulado en liposomas, 
induciéndoles a la apoptosis, y de esta manera verificar su papel en varios 
modelos de neuroinflamacion, como la administración periférica de LPS, estrés 
agudo por inmobilización, estrés social (“repeat social defeat”) y estrés crónico 
(“chronic mild stress”), evaluando bioquímicamente los mediadores implicados 
en una respuesta inmune y la relación con los PVM. Además de esto, se ha 
validado una herramienta de silenciamiento génico direccionado a los PVM como 
metodología, que puede hacer posible un estudio más específico de los 
mecanismos implicados en su función/es.  
Resultados: Se ha podido observar a los PVM como reguladores relevantes de 
la respuesta inflamatoria y el estrés oxidativo / nitrosativo en corteza frontal de 
ratas expuestas a un modelo agudo de estrés por inmovilización, concretamente 
se ha podido observar que la depleción selectiva de PVM: 1) disminuyó los 
niveles del factor de necrosis tumoral-α (TNFα) y de elementos de la vía JAK / 
STAT, aumentó los niveles de proteína de los receptores de interleuquina-1 y 6 
en condiciones de estrés; 2) bloqueó  la vía de señalización inducida por estrés 
TLR-4 / MyD88; 3) bloqueó la activación de la ruta proinflamatoria inducida por 
NFκB / COX-2 y; 4) evitó la peroxidación lipídica inducida por estrés y el aumento 
concomitante de los elementos antioxidantes endógenos dependientes del factor 
nuclear tipo 2 (derivado de eritroide 2) (Nrf2), glutatión reductasa 1 y desglicasa 
asociada al parkinsonismo (PARK7) dependiente de TNFα. Se ha podido 
observar también un papel regulador menos relevante en un modelo de estrés 
crónico (CMS), regulando la síntesis y expresión de elementos implicados en la 
vía de TLR-4 como: TLR-4, CD14, MD2, MyD88 y NF-κB. Otro mecanismo en 
que se ha obervado una regulación de los PVM es el tráfico de células inmune 
al SNC en modelos de estrés social “repeat social defeat” (Linfocitos T y 
granulocitos) y en la administración subcrónica de LPS (células mieloides 
cerebrales CD45hiCD11b y monocitos Ly6Chi). En el modelo de LPS los PVM 
parecen regular los niveles de IL-1β y MMP-9. En un curso temporal de 24 horas 
tras la administración de LPS se estudio el posible papel antiinflamatorio de los 
PVM, estando implicados en el balance de las prostaglandinas PGE2 (pro-





con éxito una herramienta metodológica para el estudio de los PVM que consistió 
en la modulación génica de moléculas antiinflamatorias que son expresadas por 
estas células y que podría representar una prometedora estrategia en el estudio 
de los PVM y para la evaluación del potencial de la manipulación de estas células 
en enfermedades relacionadas con alteraciones en la respuesta inmune en el 
SNC.  
Conclusión: Los PVM presentan un perfil pro-inflamatorio / oxidante en un 
modelo de estrés agudo, podrían regular la respuesta inmune innata en 
condiciones de estrés crónico, y regulan el tráfico de células inmunes tras la 
exposición a un agente inflamatorio o estresante.  El papel regulador de los PVM 
es por lo tanto complejo y puede cambiar en función del tiempo de exposición y 
naturaleza de un estímulo inmune. Aún se necesita mucho más esfuerzo 
científico para evaluar si su manipulación farmacológica / genética selectiva es 
una estrategia terapéutica prometedora para el tratamiento de 


















Introduction: The CNS and the peripheral immune system are in constant 
communication. Different nature of inflammatory stimuli such as peripheral 
bacterial LPS administration or prolonged exposure to stress interrupt 
homeostatic communication between the CNS and the peripheral immune 
system, which leads to a pro-inflammatory state. Many events are related to the 
alteration in this homeostasis, such as activation of the HHA axis and sympathetic 
nervous system, increased traffic of immune cells, etc. Many of these responses 
carry an increase in pro-inflammatory signaling and represent part of the 
physiopathology of CNS diseases. The majority of studies related to the immune 
response and the CNS are focused on microglia. However, less is known about 
other immune cells resident in the brain, such as perivascular macrophages 
(PVM). These cells are a structural part of the blood brain barrier, playing an 
important role in the communication between the immune system and brain, 
transmitting and modulating peripheral inflammatory signals to the brain. 
The position of PVM could be considered strategic in immune response, 
surrounding the arteries and veins that penetrate deep into the brain tissue known 
as the perivascular space, make them excellent candidates to regulate SNC-
periphery interactions in stress conditions. 
Many of the studies focused on PVMs attribute a regulatory role in the passage 
of macromolecules to the CNS, regulation of the HHA axis, and involvement in 
models of infection in CNS, etc. However, the role of PVM in the brain remains 
unclear in a physiological and pathological situation, depending on the diversity 
of effects that has been shown in the studies reported to date, as well as the 
mechanisms involved, this doctoral tesis aims to explore in depth the role of these 
cells in neuroinflammation models associated with stress exposure. 
Material and methods: To elucidate the role of PVM in the CNS, the central 
administration of clodronate encapsulated in liposomes has been used, inducing 
them to apoptosis, and in then checking their role in several models of 
neuroinflammation, such as the peripheral administration of LPS, acute restraint 
stress, social stress ("repeat social defeat") and chronic stress ("Chronic mild 





and the relationship with the PVM. In addition to this, a gene silencing tool drived 
to PVMs has been validated as methodology, which can make possible a more 
specific study in the mechanisms involved and their functions.  
Results: PVMs have been observed as relevant regulators of the inflammatory 
response and oxidative / nitrosative stress in the frontal cortex of rats exposed to 
an acute model of restraint stress. Specifically, it has been observed that the 
selective depletion of PVM: 1) decreased levels of tumor necrosis factor-α and 
elements of the JAK / STAT pathway, increased protein levels of interleukin-1 
and 6 receptors under stress conditions; 2) blocked stress-induced signaling 
pathway TLR4 / MyD88; 3) blocked the activation of the proinflammatory pathway 
induced by NF-κB / COX-2 and; 4) prevented stress-induced lipid peroxidation 
and concomitant increase in the endogenous antioxidant elements dependent of 
type 2 nuclear factor (erythroid 2 derivative) (Nrf2), glutathione reductase 1 and 
parkinsonism-associated desglicase (PARK7) dependent on TNFα. It has also 
been observed a regulatory role in a chronic stress model, mainly at 21 days, 
regulating the synthesis and expression of elements involved in the TLR-4 
pathway: TLR-4, CD14, MD2, MyD88 and NF-κB. A regulatory role of PVM has 
been observed in the trafficking of immune cells to CNS both in social stress 
model "repeat social defeat" (T lymphocytes and granulocytes) and in the 
subchronic administration of LPS (cerebral myeloid cells CD4hiCD11b and 
monocytes Ly6Chi). In this LPS model, PVM seem to regulate the levels of IL-1β 
and MMP-9, chemokine receptors and matrix metallopeptidase 9. In a temporary 
course of 24 hours after the systemic administration of LPS, PVM presented a 
potential anti-inflammatory role, regulating the balance between the 
prostaglandins PGE2 (pro-inflammatory), and 15d-PGJ2 (anti-inflammatory). In a 
novel way, a methodological tool was built to produce a genetic inhibition of anti-
inflammatory molecules expressed in PVM. This approach may represent a 
promising strategic in the study of PVM, and to evaluate the therapeutical 
potential of the manipulation of PVM for the treatment of CNS pathologies related 
to alterations in the immune system. 
Conclusion: PVM showed a pro inflammatory / oxidant profile in an acute stress 
model, could regulate the innate immune response under conditions of chronic 





inflammatory or stressful agent. The regulatory role of PVM is therefore complex 
and can change depending on the duration and nature of an immune stimulus. 
Much more scientific effort is still needed to evaluate whether its selective 
pharmacological / genetic manipulation is a promising therapeutic strategy for the 
treatment of neuropsychological diseases that occur with alterations of the 





























1.1 . Estrés  
 
1.1.1 . Definición y conceptos 
 
Según la Real Academia Española, el “estrés” se define como una 
“Tensión provocada por situaciones agobiantes que originan reacciones 
psicosomáticas o trastornos psicológicos a veces graves”. 
Dentro del campo de la investigación biomédica, Hans Selye (rev1998), 
describe que una respuesta fisiológica particular a un estímulo estresante 
caracterizaría el “Síndrome General de adaptación”. Selye halló que el 
organismo busca una forma de adaptarse a un entorno novedoso, de ahí su 
etimología.  
Una descripción más detallada fue la del Dr. Bruce McEwen (1993) que 
abarcaba componentes psicológicos y fisiológicos: “El estrés puede ser 
definido como una amenaza real o imaginaria, a la integridad fisiológica o 
psicológica y/o comportamental. En biomedicina, el estrés también se refiere 
a situaciones en las que los glucocorticoides (GCs) de origen adrenal y las 
catecolaminas se encuentran elevados como consecuencia de una 
experiencia estresante”.  
Desde entonces han surgido muchas definiciones, pero ninguna es 
definitiva en todos los campos. Cabe puntualizar que la definición de un 
concepto tan complejo como el estrés puede dividirse en categorías, como, 
por ejemplo: estímulo estresante, estado de un organismo y también la 
respuesta general resultante al estrés. 
Un estímulo estresante también es comúnmente clasificado en función 
de su duración (de menor a mayor): agudo, episódico o subagudo y repetido 
o crónico (Black & Garbutt, 2002), y también en función de su naturaleza, que 
puede ser psicológico, físico o mixto. 
El estrés actúa sobre el estado de un organismo, alterando su 





de autorregulación corporal para mantener parámetros biológicos en 
condiciones estables, que permiten al organismo desempeñar sus funciones 
con normalidad (Cannon, 1929a). La alostasis es el proceso activo por el que 
el cuerpo responde a estímulos diarios para mantener el equilibrio interno u 
homeostasis (rev. McEwen, 1998). 
La respuesta al estrés es un proceso complejo que se constituye por 
diversos factores cognitivos y/o emocionales, comportamentales y 
fisiológicos, garantizando la supervivencia del individuo en condiciones 
desfavorables (McEwen & Stellar, 1993). Algunos de los cambios fisiológicos 
más característicos que tienen lugar son: redistribución del flujo sanguíneo 
hacia al cerebro y músculos, aumento del tono muscular, frecuencia cardiaca, 
presión sanguínea, frecuencia respiratoria y motilidad intestinal, preparando 
el organismo para la respuesta tipo “lucha o huída”(Cannon, 1929b)  
El síndrome general de adaptación, descrito por Selye, es una 
respuesta del organismo a una situación novedosa que se divide en tres fases:  
La primera fase, la que llamó de alarma, en que el organismo detecta 
una amenaza, activa un mecanismo para la resolución a través de liberación 
de adrenalina por la médula adrenal y también de GCs por la corteza adrenal, 
ayudando ambos a restaurar la homeostasis. A continuación de esta fase 
vendría la fase llamada de resistencia, por la que el organismo ya se 
encuentra preparado para hacer frente a la amenaza, reorientando la prioridad 
de algunas funciones fisiológicas más necesarias frente al peligro. La tercera 
fase corresponde a la fase de agotamiento donde el factor estresante 
persistiría, el organismo se agota y la respuesta adaptativa cae. En esta fase 











Fig. 1.- Esquema representativo de las Fases del estrés 
No todos los tipos de estrés son necesariamente negativos o nocivos. Cuando 
el estrés es generado de forma breve, leve y controlada puede llegar contribuir 
al desarrollo intelectual y emocional de un individuo, y en muchos casos ser 
percibido como un estímulo placentero y excitante (“eustress”). En 
contrapartida, un estrés de mayor intensidad que presente una determinada 
duración podría suponer una amenaza no controlable, produciendo 
respuestas adaptativas deficientes (“distress”), pudiendo resultar en distintas 
patologías (Selye, 1976). 
 
1.1.2 . Eje hipotalámico-hipofisario-adrenal (HHA) 
 
El principio de una respuesta al estrés se da por la captación de 
estímulos estresantes desde las áreas sensoriales corticales del cerebro. A 
partir de ahí, esta información avanza hacia otras regiones cerebrales para su 
procesamiento. Las regiones de mayor relevancia son las cortezas cingulada 
y prefrontal, aunque también están implicadas el hipocampo y la amígdala que 
en la modulación de la respuesta al estrés pueden inhibir o activar las 
neuronas parvocelulares del núcleo paraventricular del hipotálamo.  
Una vez activadas las neuronas parvocelulares (PVN), secretan 
hormona liberadora de corticotropina (CRH) desde la eminencia media del 





hipófisis, o glándula pituitaria (Rock et al., 1984; Dunn & Berridge, 1990), 
donde regula la expresión de propiomelanocortina (POMC), un macropéptido 
que dará lugar a la hormona adenocorticotropa (ACTH), a beta endorfina y a 
la hormona estimuladora de melanocitos α (MSH) (Lightman & Young, 1988; 
rev. Cawley et al., 2016) 
Las neuronas paraventriculares también liberan arginina vasopresina 
(AVP) (Mouri et al., 1993), que también es responsable por la liberación de 
ACTH, sin afectar a su síntesis. La ACTH a través del torrente sanguíneo llega 
a las glándulas suprarrenales donde actúa sobre las zonas fasciculata y 
reticularis de la corteza adrenal, para sintetizar glucocorticoides (GC), que 
serán secretados a la circulación sistémica (Axelrod & Reisine, 1984) 
El glucocorticoide más representativo en humanos es el cortisol, siendo 
la corticosterona su análogo en roedores. Los glucocorticoides son las 
principales “hormonas del estrés” y pueden tener efectos a corto y también a 
largo plazo actuando sobre varias áreas cerebrales como el hipocampo o la 
corteza prefrontal (de Kloet et al., 2005; Groeneweg et al., 2011). Su síntesis 
y liberación están reguladas por un mecanismo de “feedback” negativo al eje 
HHA, lo que significa que cuando los GCs alcanzan niveles altos, inhiben por 
si mismos la secreción de CRH y ACTH en el hipotálamo y la hipófisis, 
respectivamente. (Cole et al., 2000; Russell et al., 2010). Esta retroinhibición 
también se ha descrito a nivel del hipocampo (Sapolsky et al., 1984; Furay et 











Fig.-. 2 Esquema representativo eje HHA y su mecanismo de regulación retroinhibitorio 
(imagen adaptada de Rebey y Worjaki, 2011.) 
 
1.1.3 . Mediadores del estrés 
 
Glucocorticoides y estrés:  
 
Muchos son los mediadores implicados en la exposición al estrés, tanto en 
sistema nervioso central (SNC) como en la periferia (Garcia-Bueno et al., 2008a). 
Los principales mediadores del estrés son los GCs, de los que se conoce desde 
hace tiempo su potencial antiinflamatorio (Hench et al., 1950), sobre todo en el 
sistema periférico. Recientemente se ha descrito que los GCs derivados de la 
exposición a estrés pueden tener efectos diferentes según el órgano diana, y al 
contrario de lo que se pensaba, en el SNC podrían ejercer efectos incluso pro-





perfiles de acción contrapuestos son conocidos como la “paradoja 
glucocorticoidea del estrés” (Sorrells et al., 2009). Además, los GCs derivados 
de un estímulo estresante puede producir alteraciones en la expresión y 
liberación de mediadores inflamatorios tanto en periferia como en el SNC de 
forma independiente pero también de forma conjunta, regulando las propias 
interacciones neuroinmunes  (Madrigal et al., 2002b).  
Como ha sido comentado anteriormente, los GC poseen un perfil 
antiinflamatorio e inmunosupresor a nivel sistémico, siendo su aumento un 
mecanismo endógeno de respuesta frente a diversos eventos inflamatorios como 
pueden ser el caso de enfermedades autoinmunes, alergias, sepsis, etc.). Por 
este motivo los GC sintéticos son prescritos para diversas patologías que tienen 
un componente inflamatorio crónico y exacerbado. Sus acciones 
antiinflamatorias son muy diversas, inhibiendo los mecanismos responsables de 
la activación de macrófagos, presentación de antígenos, migración y adhesión 
celular, activación de linfocitos B y T (Sorrells & Sapolsky, 2007).  
En la actualidad, es creciente el número de estudios que describen el 
desarrollo de leucocitos resistentes al efecto de los glucocorticoides, 
especialmente en modelos murinos de estrés social y estrés crónico, esta 
resistencia tendría como consecuencia un aumento sistémico en el tráfico de 
células inmunes y al SNC, una vez que los GC (Weber et al., 2017) no retendrían 
su efecto antiinflamatorio como respuesta temprana clásica. 
Uno de los mecanismos de acción clásicos por los que los GC ejercen su 
función antiinflamatoria es el bloqueo de la vía del factor nuclear de transcripción 
kappa B (NF-κB), bloqueando su unión al ADN al activar a los receptores para 
glucocorticoides tipo GR. Otro mecanismo complementario es producir un 
aumento en la expresión de la proteína inhibitoria del NF-κB, IκB (De Bosscher 
et al., 2000; 2003). 
En el SNC, los mecanismos de acción de los GCs son muy complejos y 
han sido implicados en la regulación de eventos tales como el aprendizaje, 
memoria, neurodegeneración, neuroinflamación, neurogénesis, y mecanismos 





 Un ejemplo de esta complejidad es el que tiene lugar a nivel de las 
neuronas del hipocampo, que expresan niveles elevados de GR y MR, 
resultando en una de las primeras dianas en respuesta a los GC (Jankord & 
Herman, 2008). Entre estos efectos, incluirían funciones fisiológicas mediadas 
por el MR y un aumento del GR observado al principio de una respuesta a un 
estímulo estresante (de Kloet, 2000) En un principio de la respuesta al estrés se 
percibe un incremento en expresión de GR, contribuyendo de forma positiva al 
prevenir la muerte neuronal, proporcionando mayor plasticidad sináptica, y 
mejorando el aprendizaje. Por otro lado el exceso en los niveles de GC, y alta 
ocupación de GR, en función de una exposición a un estímulo prolongado 
presenta un efecto deletéreo (Pavlides et al., 1996; Bremner, 1999).  
 Por lo tanto, los GC pueden presentar acciones diferentes según la duración 
del estímulo estresante. En un estímulo agudo, su liberación permite un 
incremento de la memoria, lo que ayuda al reconocimiento de situaciones futuras 
de peligro. No obstante, cuando este estímulo persiste durante más tiempo (una 
semana, por ejemplo), esta liberación sostenida puede atrofiar algunas neuronas 
del hipocampo, conllevando a un déficit de memoria del suceso estresante que 
permite la habituación y adaptación del organismo (McEwen, 2004).  
Este patrón de respuesta podría explicar las diferencias interpersonales a 
las respuestas frente a los estímulos estresantes (Sapolsky, 2015).  
Por otro lado, un daño en la función y estructura del hipocampo como 
propone la hipótesis de la cascada de los glucocorticoides, resultaría en una 
disminución de la expresión de GR en la neuronas de esta estructura, lo que 
implicaría un fallo en el control del feedback negativo del eje HHA, elevando los 
niveles de GC a largo plazo (Sapolsky, 1996), lo que podría producir disfunciones 
cognitivas, alteraciones de la plasticidad neuronal, disminución de la 
neurogénesis, densidad de las espinas y ramificaciones dendríticas (McEwen & 
Magarinos, 2001).  
Este efecto deletéreo de los GC, ha sido demostrado también en pacientes 
depresivos, y en pacientes con síndrome de estrés post traumático (SEPT). En 
particular, a través de técnicas de neuroimagen, se ha podido relacionar la 





niveles elevados de GC con la duración y el grado de sintomatología depresiva 
en humanos (rev. Sapolsky, 1996). 
  La elevación en los niveles de GC puede ser observada en otras 
estructuras del cerebro (aunque no tan pronunciada), como por ejemplo la 
corteza, núcleos basales y estriado, afectando a la función neuronal en estas 
estructuras (Abraham et al., 1997; Iyer et al., 1998).  
          Otro de los mecanismos por los que los GC afectan negativamente el 
cerebro son su capacidad para inhibir la utilizacuón de la glucosa por las células 
del SNC. Esto podría ocurrir de dos maneras: disociando el transportador de 
glucosa GLUT desde la membrana celular hacia al citoplasma (Horner et al., 
1987), y también a través de la inhibición transcripcional del gen de este 
transportador (Garvey et al., 1989). Finalmente, los GC pueden producir muerte 
neuronal por excitotoxicidad al aumentar los niveles intercelulares del 
aminoácido excitador glutamato y alterar sus mecanismos de recaptación (Lowy 
et al., 1994; Moghaddam et al., 1994). 
En resumen, el asumir un papel definitivo para los GCs es una 
aproximación simplista de la realidad, ya que al final dependerá de muchos 
factores, como el tiempo y magnitud de la exposición al estrés, la concentración 
alcanzada en los distintos órganos afectados, y los distintos mecanismos de 
acción dependientes implicados (Sorrells & Sapolsky, 2007). 
 
Catecolaminas y estrés:  
La activación del sistema nervioso simpático tras un estímulo estresante 
ocasiona la liberación de catecolaminas. En el SNC estas moléculas activan 
determinadas regiones del sistema límbico (amígdala, hipocampo, hipotálamo) e 
inhiben otras, como por ejemplo la corteza prefrontal (Aggleton et al., 1992). En 
la amígdala ciertas catecolaminas, como la noradrenalina (NA), actúan sobre los 
receptores β-adrenérgicos potenciando la memoria, dando lugar a la 
rememoración de un evento estresante, como ocurre en pacientes con SEPT 
(Charney et al., 1993). En corteza prefrontal, las catecolaminas liberadas tras 





cualquier situación (Goldman-Rakic, 1987; Winklewski et al., 2017). La NA 
también está implicada en la respuesta al miedo y en el estado de alarma. 
Estudios en animales sugieren la activación de sistemas catecolaminérgicos en 
el estado de alerta, lo que también se observa en pacientes con SEPT 
(Abercrombie & Jacobs, 1987). Un incremento de la concentración de dopamina 
ocurre después de una situación de estrés, evento que coincide con la aparición 
de síntomas psicóticos en pacientes con SEPT (Hamner & Gold, 1998).  
Las células inmunes son capaces de producir catecolaminas y a su vez 
de expresar receptores adrenérgicos, susceptibles a la acción de estas 
moléculas, tanto de manera autocrina como paracrina (Josefsson et al., 1996; 
Qiu et al., 2004). Las catecolaminas son responsables de su propia regulación, 
influyendo sobre la tirosina hidroxilasa y también en la distribución de sus 
receptores (Stanojevic et al., 2013). Las células de origen linfoide expresan 
principalmente receptores β-adrenérgicos, mientras que las células de origen 
mieloide expresan tanto receptores α como β adrenérgicos (Padro & Sanders, 
2014). El efecto resultante de una activación de los receptores β-adrenérgicos 
parece ser inmunosupresor, regulando la polarización de algunos tipos celulares 
a M2, un perfil considerado antiinflamatorio (Brown et al., 2003; Huang et al., 
2013). Por el contrario, la activación de los receptores α parece presentar efectos 
más proinflamatorios (Spengler et al., 1994; Grisanti et al., 2011). Muchos son 
los estudios que apuntan que las catecolaminas ejercen un efecto 
mayoritariamente proinflamatorio a nivel central (Johnson et al., 2005; Garcia-
Bueno et al., 2008b; Sorrells et al., 2009), pero aun así, hay estudios donde se 
observan un posible perfil antiinflamatorio, como por ejemplo en el caso de los 
efectos de noradrenalina en la actividad glial en enfermedades 
neurodegenerativas a través del receptor β2, así como ocurre en periferia 
(Madrigal et al., 2010; Gyoneva & Traynelis, 2013). Estos efectos coincidirían 
con que los efectos inmediatos del estrés pudieran ser proinflamatorios, una vez 
que el efecto de las catecolaminas es de acción más rápida que los GC.  
1.2 . La excitotoxicidad y el estrés 
Uno de los primeros eventos que ocurren en la respuesta general al estrés 





glutamato y el aspartato en diferentes regiones del cerebro. (Moghaddam, 1993). 
La unión del glutamato con su receptor N-metil-D-aspartato (NMDA) es 
responsable de una masiva entrada de calcio (Ca2+) dentro de la célula, 
produciendo un proceso conocido como excitotoxicidad (Lipton, 1999; Lee et al., 
2002). Un exceso de la concentración de estos iones es responsable de la 
activación de señales provenientes de segundos mensajeros que median daño 
celular. Se ha observado que la entrada de Ca2+ estimula la actividad por un lado 
de enzimas que actúan en la degradación de fosfolípidos, ácidos nucleicos y 
proteínas, y por otro impide la producción de energía en forma de ATP (Sattler & 
Tymianski, 2000) 
  
Fig.-.3 Esquema representativo de la neurotoxicidad inducido por el aumento de Ca2+ 
intercelular, fig. adaptada de Sattler, R. & Tymianski, M. (2000).  
Los GC liberados tras el estrés actúan en el proceso de excitotoxicidad 





1.- Provocan cambios en las subunidades de los canales de Ca2+ que 
pueden tener como consecuencia el aumento de la entrada de Ca2+, inhibiendo 
su recaptación a través del intercambiador Ca2+/Na+ (McEwen & Sapolsky, 1995) 
y de la bomba Ca2+/ATPasa (Bhargava et al., 2000). 
2.- Una liberación de glutamato en la hendidura sináptica se regula 
mediante un proceso parecido a un “aclarado”, evitando la activación en masa 
de los receptores NMDA y la potencial excitotoxicidad. Algunos estudios 
describen que, tras diferentes estímulos estresantes en respuestas a los GC, hay 
una disminución de la expresión de los transportadores EAAT-2 y EAAT-3 
resposnables de ese “aclarado” (Madrigal et al., 2003a). También se ha descrito 
como en modelos animales de estrés se produce una inhibición de la recaptación 
del glutamato en una preparación ex vivo de sinaptosomas (Leza et al., 1998). 
3.- Otro efecto en respuesta a los GC es una caída de los niveles de 
adenosina trifosfato (ATP) en cerebro (Tombaugh & Sapolsky, 1992; De 
Cristobal et al., 2001) Se ha demostrado que, tras estímulos estresantes, cuando 
ocurre esta disminución de ATP, tiene lugar una reversión de los transportadores 
de glutamato, produciendo un efecto contrario de la liberación, aumentando la 
excitotoxicidad. (Lawrence & Sapolsky, 1994; Jabaudon et al., 2000; Rossi et al., 
2000b). 
Todos los eventos anteriormente citados conducen a un aumento 
extracelular de los niveles de glutamato, que puede tener como consecuencia la 
muerte neuronal por excitotoxicidad.  La desregulación glutamatérgica está 
involucrada en cambios morfológicos y funcionales de neuropatologías 
asociadas al estrés, como la depresión (Petty et al., 1985; Grahn et al., 2000; 
Zink et al., 2010; Graybeal et al., 2012; Sanacora et al., 2012).  
1.3 . Estrés y neuroinflamación 
Los primeros estudios sobre los efectos del estrés en el sistema inmune 
sugirieron que un estímulo estresante podía producir inmunosupresión y que 
esto estaría relacionado con la susceptibilidad a que un organismo pudiera sufrir 
patologías infecciosas de naturaleza viral o bacteriana, donde los GC tendrían 





una activación excesiva del sistema inmune (Rhen & Cidlowski, 2005). Después 
de muchos años estudiando el perfil antiinflamatorio de los GC, se observó que 
su papel no podría ser definido exclusivamente como tal, ya que se describieron 
situaciones y modelos de estrés en los que estos mediadores podrían realizar 
acciones predominantemente pro-inflamatorias (rev. Raison et al., 2006). 
La inflamación es una respuesta innata, que permite a un organismo 
reaccionar frente a infecciones o lesiones de diverso tipo. No obstante, cuando 
esta respuesta es excesiva en intensidad o duración puede llegar a ser deletérea. 
Este evento involucra varios mecanismos que se regulan por la interacción de 
mediadores de distinta naturaleza. Estas complejas interacciones resultan en un 
mecanismo no específico, caracterizado por la activación de respuestas de fase 
aguda como la fiebre, activación del eje HHA y un comportamiento “tipo 
depresivo” (conocido como “sickness behaviour”) que será explicado más 
adelante (Allan & Rothwell, 2003).  
La respuesta inflamatoria que ocurre a nivel del SNC se conoce como 
neuroinflamación, aunque los estímulos que conllevan a este evento pueden ser 
tanto locales como periféricos. De la misma manera que una respuesta 
inflamatoria periférica, un proceso neuroinflamatorio descontrolado puede ser 
dañino sobre la estructura y función del SNC. De este modo, enfermedades tanto 
neurodegenerativas como neuropsiquiátricas cursan con neuroinflamación en su 
fisiopatología (Garcia-Bueno et al., 2008a). A este respecto, queda aún por 
determinar si la neuroinflamación es una causa o consecuencia de estas 
patologías. En cualquier caso, existe una concurrencia entre la neuroinflamación 
y las distintas alteraciones fisiopatológicas en el SNC.  
La relación entre el estrés y el sistema inmune es bidireccional. De este 
modo, durante una infección, trauma o daño tisular el organismo libera de 
catecolaminas y GC como respuesta homeostática. Por otro lado, la exposición 
prolongada al estrés produce la liberación de mediadores proinflamatorios 
(Garcia-Bueno et al., 2008a). Durante los últimos años en el grupo de 
investigación donde se ha desarrollado esta Tesis Doctoral se ha podido 
demostrar que en modelos animales de exposición a estrés por inmovilización 





tiene lugar una sobre-acumulación de mediadores inflamatorios como: citocinas, 
quimiocinas, factores nucleares como NF-κB, enzimas proinflamatorias como 
iNOS y COX-2 y sus respectivos productos óxido nítrico (NO) y la prostaglandina 
inflamatoria PGE2, (rev. Madrigal et al., 2003a). En estudios posteriores 
utilizando un protocolo de estrés crónico leve o CMS (chronic mild stress) 
utilizado como modelo animal para el estudio de la depresión mayor, también se 
observó la puesta en marcha de una respuesta pro-inflamatoria en condiciones 
de hipercortisolemia  (Garate et al., 2011).  
En todos estos modelos, la exposición en tiempo e intensidad a estos 
mediadores neuroinflamatorios podría explicar el daño celular que tiene lugar en 
diversas neuropatologías relacionadas con el estrés (Garcia-Bueno et al., 
2008a). 
1.4 . Mediadores y mecanismos implicados en la 
neuroinflamación inducida por la exposición a estrés 
 
1.4.1 . Citocinas 
Las citocinas son uno de los mediadores inflamatorios más importantes 
tras la exposición a un evento estresante. Son moléculas bioactivas solubles, 
producidas por varios tipos celulares, como macrófagos y linfocitos en periferia, 
y astrocitos y microglia en el SNC. Su liberación podría regular diferentes 
respuestas tanto fisiológicas como comportamentales en el SNC:  por ejemplo, 
actúan activando el eje HHA y el SNS, (Katsuura et al., 1988), la hipertermia, 
nocicepción, reducción de la ingesta, exploración social, “depressive-like 
symptoms”, anomalías del sueño y déficits cognitivos (Kronfol & Remick, 2000).  
         Las citocinas producidas por los linfocitos T pueden tener dos perfiles 
diferentes: las producidas por los linfocitos tipo 1 (Th1) son las responsables de 
activar a otros tipos de linfocitos, células Natural Killer y macrófagos para 
amplificar la producción de citocinas como el interferón gamma (IFN-ү), factor de 
necrosis tumoral (TNF-α) y la interleuquina-2 (IL-2). Por otro lado, los linfocitos 





la producción de anticuerpos y de citocinas como las interleuquinas 4, 5, 6 y 10 
(Kim & Maes, 2003). 
          Algunos estudios sugieren que la exposición a diversos tipos de estrés 
altera el balance Th1 / Th2. Concretamente, los GC y las catecolaminas por un 
lado potencian la respuesta Th2, activando la producción de citoquinas 
antiinflamatorias como interleuquinas 10 ,4 (IL-10, IL-4) y el factor de crecimiento 
transformante beta (TGF-β), y por otro suprimen la respuesta de Th1, al inhibir 
la liberación de citoquinas proinflamatorias como TNF-α, interleuquina-12 (IL-12) 
e IFN-ү (Raison & Miller, 2003). Estos efectos protegen al organismo del acúmulo 
de citocinas proinflamatorias liberadas principalmente por macrófagos (Raison & 
Miller, 2003).  
          Sin embargo, muchas evidencias complican la relación entre citocinas y 
estrés, ya que, cada vez más estudios relacionados con diferentes tipos de 
estrés (físico, psicológico y mixto) en roedores, primates y humanos muestran 
un aumento de los niveles plasmáticos de muchas citocinas de perfil 
proinflamatorio (TNF-α, IL-1β, IL-6, IFN-ү) (Dunn et al., 1999), lo que demostraría 
que el efecto aislado de las hormonas del estrés, podría ser diferente de cuando 
actúan junto a otros mecanismos, como pueden darse por la respuesta general 
al estrés, a la vez que depender del tipo de estímulo y de su duración.  
Interleucina 1 beta (IL-1β): es una citocina con un perfil proinflamatorio 
que presenta un papel fundamental en distintos modelos de neuroinflamación  y 
en muchos procesos neurodegenerativos (Rothwell & Luheshi, 2000).  
Muchos agentes estresantes pueden ser responsables de su inducción a 
nivel sistémico (Minami et al., 1991; Nguyen et al., 1998). Es una citocina 
“temprana”, responsable de orquestar la inducción de otras citocinas a posteriori, 
como IL-2, IL-6, TNF-α, que amplifican la respuesta inflamatoria (Lucas et al., 
2006). También es responsable de la producción de catecolaminas y GC 
(Nguyen et al., 1998), y se ha visto involucrada en síntomas de depresión y 
déficits cognitivos inducidos por estrés (Maier & Watkins, 1998), ya que su 
administración exógena induce sickness behaviour (Dantzer et al., 2008). 
Interleucina 6 (IL-6): Es producida a nivel periférico y también en el SNC 
por la microglia, neuronas y astrocitos (rev. Erta et al., 2012). En situaciones de 





relacionado con la hipertermia (Chai et al., 1996). El daño tisular, la exposición a 
estrés psicológico y físico también aumentan la producción de esta citocina, tanto 
en humanos como en roedores (Takaki et al., 1994). Como otras citocinas 
proinflamatorias, la IL-6 está implicada en la activación del eje HHA a diferentes 
niveles: hipotálamo, glándulas adrenales y pituitaria, produciendo la liberación 
de GC (Busbridge & Grossman, 1991) y promoviendo una respuesta de fase 
aguda (Jones, 2005). 
La IL-6 actúa como neuromodulador en el SNC, y es capaz de inhibir 
algunos componentes de la respuesta al estrés, como por ejemplo la ansiedad 
tras la exposición a estrés psicológico (Butterweck et al., 2003), indicando que 
esta citocina tiene un papel complejo en lo se refiere al estrés, pues presenta 
efectos tanto beneficiosos cono nocivos a nivel celular en el SNC. 
Factor de necrosis tumoral (TNFα): es una citocina típicamente 
proinflamatoria que presenta dos isoformas α y β, siendo su isoforma α la más 
estudiada a nivel del SNC. Esta isoforma se ve elevada tras isquemia, trauma 
cerebral agudo y enfermedades neurodegenerativas (Wang & Shuaib, 2002). 
    En nuestro grupo de investigación se ha demostrado que la exposición 
a 30 minutos de estrés por inmovilización es capaz de aumentar la actividad de 
TACE (enzima convertidora de TNFα) en corteza prefrontal de rata, aumentando 
en consecuencia los niveles de TNFα (Madrigal et al., 2002a). Se ha observado 
en estudios posteriores que el glutamato estaría regulando este aumento en los 
niveles de TNFα a través de su receptor NMDA (Madrigal et al., 2002a) 
      El TNFα actúa sobre dos receptores funcionalmente diferentes. El 
receptor tipo 1 (TNFR-1) y el receptor tipo 2 (TNFR-2), que son responsables de 
vías de señalización distintas (Bazzoni & Beutler, 1996). La activación del TNFR-
1 por el TNFα activa una vía de señalización directamente relacionada con 
procesos proinflamatorios, teniendo como consecuencia la translocación del 
factor de transcripción NF-κB al núcleo y poniendo en marcha una respuesta 
inmune clásicamente proinflamatoria. Además, se ha reportado un aumento de 
la síntesis de TNFR-2 en modelos de depresión, relacionado con déficits 





1.4.2 . Vía del NF-κB 
 
Un mediador clásicamente proinflamatorio implicado en una respuesta 
inmune tras un estímulo estresante es el factor de transcripción kappa B o NF- 
κB. El NF-κB es un heterodímero que presenta dos subunidades principales, p50 
y p65, que se expresan en prácticamente todo en SNC. En un estado basal el 
NF-κB se encuentra en el citosol unido a su proteína inhibidora (IκB), en 
condición inactiva. La activación del NF-κB ocurre tras la fosforilación de IκB por 
las kinasas de IκB (IKK), cuando esto ocurre el IκB se degrada, y su subunidad 
p65 queda libre, translocándose al núcleo y uniéndose a regiones específicas de 
ADN responsables, principalmente, de la transcripción de genes implicados en 
el daño oxidativo/proinflamatorio, como puede ser los genes que codifican para 
los enzimas óxido nítrico sintasa inducible (NOS-2 o iNOS) y ciclooxigenasa en 
su isoforma 2 (COX-2).  
En el grupo de investigación en el que se desarrolló esta tesis doctoral, se 
ha observado una activación y translocación al núcleo por parte de esta proteína 
tras un protocolo de estrés por inmovilización de 4 horas en cerebro de rata 
(Madrigal et al., 2003a; Garcia-Bueno et al., 2008a) Esta activación es 
dependiente de la activación del receptor TNFR1. Estudios posteriores 
relacionan la activación de NF-kB con la estimulación del receptor de inmunidad 
innata toll like receptor 4 (TLR-4) en modelos de estrés en roedores (Garate et 
al., 2011) . 
CICLOOXIGENASA 2 (COX-2): Las distintas isoformas de la ciclooxigenasa son 
responsables de la producción de los endoperóxidos PGG2 y PGH2 a partir del 
ácido araquidónico de membrana. Posteriormente, estas moléculas serán 
trasformadas en los diferentes prostanoides por acción de enzimas 
prostaglandina sintasas específicas de tejido. Uno de los productos principales 
de las COXs, es la prostaglandina PGE2, molécula con un alto potencial 
proinflamatorio en distintos procesos patológicos (Aid & Bosetti, 2011). Algunos 
estímulos como por ejemplo IL-1β o LPS, pueden inducir la producción de COX-
2, que es considerada inducible menos en regiones del cerebro como la corteza 





et al., 2000). La actividad COX-2 puede ser deletérea en cerebro, al formar altos 
niveles de PGE2, que a su vez induce una alta liberación de glutamato 
provocando muerte celular por apoptosis en astrocitos (Takadera et al., 2002), y 
generando también en consecuencia de su actividad especies reactivas de 
oxigeno que contribuyen al daño oxidativo/nitrosativo (Egan et al., 1976). Tras 
un estímulo estresante, uno de los primeros estudios en este ámbito demostró 
un incremento de los niveles de ARNm de COX-2 en cerebro de rata, en un 
modelo de estrés por natación forzada (Yamagata et al., 1993). El estrés también 
aumenta la expresión de COX-2 en el tracto gastrointestinal y miocardio (Nie et 
al., 2004). En un modelo de inmovilización, nuestro grupo de investigación 
demostró un aumento de expresión y actividad de COX-2, en corteza tras 4-6 
horas (Madrigal et al., 2003b). La actividad de COX-2 se ve regulada por 
glutamato y por NF-κB. En estudios donde se administró un inhibidor de COX-2 
(naproxeno), se ha podido observar que se producen alteraciones bioquímicas y 
comportamentales, esencialmente relacionadas con ansiedad, que se originan 
tras un modelo de estrés por inmovilización (Dhir et al., 2006).  
Óxido nítrico sintasa inducible (iNOS): peroxinitrito (ONOO-) y óxido nítrico 
(NO): Han sido descritas tres isoformas para esta enzima: sus isoformas 
endotelial (eNOS o NOS3) y neuronal (nNOS), ambas constitutivas, y la inducible 
(iNOS), que puede ser liberada por células inmunes y también por neuronas tras 
recibir estímulos como citocinas, LPS u otros agentes patógenos (Nathan & Xie, 
1994). El NO es una molécula gaseosa, con una alta capacidad reactiva, que 
reacciona con moléculas como por ejemplo anión superóxido (O2-) formando el 
peroxinitrito (ONOO-), que a su vez, es uno de los principales mediadores 
implicados en el estrés oxidativo, al producir peroxidación lipídica, un proceso 
citotóxico que conlleva a la muerte celular a través de la desestabilización y 
degradación de la membrana plasmática, liberando productos tóxicos en 
consecuencia de la degradación de fosfolípidos de membrana como el 
malonildialdehído (MDA) y el 4-hidroxinonenal (4-HNE), además de alterar 
proteínas y el ADN (Szabo, 2003). Estudios clásicos describen que tras la 
exposición a estrés hay un aumento de los niveles de NO y de sus metabolitos 
estables en el SNC y a nivel periférico (Leza et al., 1998). Tanto los niveles como 





(seis horas) y también en estrés crónico (tres semanas, seis horas al día) 
(Olivenza et al., 2000; Madrigal et al., 2001a). En estrés, esta molécula también 
fue relacionada con una disrupción de la barrera hematoencefálica (BHE) y con 
una disminución de la función mitocondrial (Madrigal et al., 2001b; Madrigal et 
al., 2002b)  
      La expresión y actividad de iNOS, depende del NF-κB, activado por la 
liberación de glutamato, y también por la acumulación de citocinas pro-
inflamatorias como TNFα y IL1β en distintos modelos de estrés (Madrigal et al., 
2002a; Pacher et al., 2007). 
 
1.4.3 . Estrés oxidativo y vía antioxidante 
 
Hasta la fecha, numerosos estudios han sugerido el importante papel del 
estrés oxidativo en la patogénesis y progresión de la depresión mayor y otras 
patologías neuropsiquiátricas (Eren et al., 2007), (Halliwell, 2006).  
El estrés oxidativo es el resultado del desequilibrio entre los niveles de 
especies reactivas de nitrógeno y de oxígeno (RNS/ROS) y los sistemas 
antioxidantes endógenos. En condiciones fisiológicas, estas moléculas son 
también señalizadoras de proliferación, supervivencia celular, diferenciación y 
apoptosis (Droge, 2002), pero su exceso resulta en el estrés oxidativo, teniendo 
como resultado el daño neuronal. Mediadores inflamatorios como COX-2 e iNOS 
y algunas moléculas de adhesión están asociadas al estrés oxidativo por la 
generación de ROS. Sin embargo, la mayor producción de ROS es generada a 
partir del metabolismo mitocondrial dependiente de oxígeno, principal fuente de 
ATP en la célula. Tal evento sucede cuando este oxígeno no es reducido a 
moléculas de agua para generar el gradiente de protones necesario para la 
síntesis de ATP, y es reducido parcialmente convirtiéndose en el anión 
superóxido, radical altamente reactivo con potencial oxidante. El cerebro, al tener 
un alto consumo de oxígeno es altamente sensible a la producción endógena de 
ROS por este mecanismo, y por ende al estrés oxidativo, siendo el principal 





El cerebro cuenta con dos líneas de defensa contra las RNS/ROS, una 
mediada por enzimas antioxidantes y otra por moléculas de bajo peso molecular. 
Las principales enzimas antioxidantes incluyen a la superóxido dismutasa 1 ó 
citosólica (SOD-1) dependiente de Cu y Zn, SOD-2 o mitocondrial dependiente 
de Mn, glutatión peroxidasa y catalasa. Las dos primeras se encargan de la 
conversión del anión superóxido a peróxido de hidrógeno, mientras que las dos 
últimas convierten el peróxido de hidrógeno en moléculas de agua.  
La línea de defensa mediada por moléculas de bajo peso molecular está 
formada principalmente por el glutatión, ácido ascórbico, ácido úrico y 
melatonina. El glutatión en su forma reducida es el antioxidante no enzimático 
más importante, y éste en el momento de reaccionar y convertirse en su forma 
oxidada es regenerado por la enzima glutatión reductasa (GR)(Salim, 2017) 
La síntesis de las enzimas antioxidantes es dependiente de la activación 
del Factor Nuclear tipo 2 (derivado de eritroide) (Nrf2). El Nrf2 es un factor de 
transcripción que pertenece a la familia “Cap’n’collar” con estructura de 
cremallera de leucina con un importante papel en la eritropoyesis (Chan et al., 
1996). Su mecanismo de protección celular frente a mediadores oxidativos que 
comprometen la integridad celular le aporta un papel protector antioxidante en 
condiciones de respuesta inmune crónica, como la descrita en las patologías del 
SNC.  
La presencia de RNS/ROS es responsable de la inducción rápida de Nrf2, 
que se encuentra a niveles basales inactivo en citoplasma y unido a su principal 
inhibidor, la proteína asociada a ECH tipo-Kelch 1 (Keap-1) que forma 
homodímeros capaces de conectar su dominio Kelch C-terminal al Neh2 N-
terminal de Nrf2 (Itoh et al., 1997). Existen diversas teorías acerca del 
mecanismo bioquímico por el que se produce la disociación entre Nrf2 y Keap-1 
para permitir la acción de Nrf2 en el núcleo (Dinkova-Kostova et al., 2002; 
Levonen et al., 2004; Zhang et al., 2014). La autorregulación del sistema Keap-
1/Nrf2 parece estar controlada por retroalimentación negativa en la expresión de 
sus componentes (Kaspar & Jaiswal, 2010), la habilidad de Keap-1 para 






Tras este evento Nrf2 se transloca al núcleo, uniéndose a la secuencia 
consenso conocida como elemento de respuesta antioxidante (ARE por sus 
siglas en inglés), 5′-TGACnnnGC-3′ (n = cualquier base), presente en los 
promotores de genes de detoxificación, antioxidantes y antiinflamatorios, como 
NAD(P)H quinona deshidrogenasa 1 (NQO-1), superóxido dismutasa 2 (SOD-2), 
glutatión reductasa (GSR) y catalasa (Itoh et al., 1997) (Tanigawa et al., 2007; 
Nguyen et al., 2009). 
Pero este factor de transcripción presenta una regulación aún más 
compleja. La proteína desglicasa DJ-1 (o PARK7) activa a Nrf2 y, a su vez, es 
inducida por los oxidantes. Esta proteína tiene una función protectora en la célula 
debido a que actúa como un sensor de oxidantes, incluyendo las ROS, mediante 
los grupos tioles presentes en su sitio catalítico (Wilson, 2011). La actividad de 
DJ-1 como sensor redox permite a su vez regular positivamente a Nrf2, evitando 
su unión con Keap1 y su posterior degradación. Una alta actividad de DJ-1 
incrementa los niveles de enzimas antioxidantes.(Clements et al., 2006b; Wilson, 
2011).  
Por otra parte, las ROS pueden ser responsables de la activación de una 
respuesta inflamatoria en el SNC, a través de la activación de factores de 
transcripción como NF-κB y AP-1 (Valko et al., 2007). La translocación de NF-κB 
al núcleo, como ya ha sido citado, es responsable de la expresión de mediadores 
proinflamatorios, amplificando aún más el ambiente perjudicial para las células. 
Algunos estudios describen que la unión del NF-κB al ADN podría modular el 
estado redox de la célula (Nishi et al., 2002). 
El Nrf2 presenta por lo tanto una relación contrapuesta con la via de 
señalización proinflamatoria de NF-κB (Liu et al., 2008; Nair et al., 2008). Uno de 
los mecanismos que se ha relaciondo con el papel neuroprotector atribuido al 
Nrf2 es a través del receptor activado por proliferadores de peroxisomas gamma 
(PPAR-γ), que inhibe la respuesta inflamatoria y su toxicidad asociada (Ricote et 
al., 1998) a través de la 15-deoxi-12,14-prostaglandina J2 (15d-PGJ2), su 
agonista endógeno, que es a su vez producida por deshidratación no enzimática 





ciclooxigenasas 1 y 2 (COX-1, COX-2), siendo la COX-2 inducida por el factor 
proinflamatorio NF-κB. 
 
1.4.4 . Vía receptor toll-like  
 
La inmunidad innata es la primera línea de defensa del organismo frente a 
los patógenos, estando altamente conservada a nivel filogenético. Los 
receptores toll-like (TLR), principales reguladores del sistema inmune innato, 
forman parte de la familia de receptores de reconocimiento de patrones (PRRs). 
Esta familia consta de varios miembros, habiendo sido descritos en mamíferos 
10 subtipos (TLR-1 al TLR-10) (Beutler & Rietschel, 2003). En general, 
reconocen patrones moleculares específicos asociados a patógenos (PAMPs) 
(rev. Takeda et al., 2003) y también diversos ligandos endógenos liberados en 
consecuencia a daño tisular, denominados patrones moleculares asociados a 
daño (DAMPs) o alarminas (Seong & Matzinger, 2004). El SNC es capaz de 
organizar respuestas inmunes innatas contra infecciones o daño celular a través 
de la activación de los TLRs (Bsibsi et al., 2002). De hecho, el subtipo TLR-4 
está altamente expresado en microglia, las células inmunes residentes en el SNC 
(Lehnardt et al., 2003). Además, las neuronas (Tang et al., 2008) astroglia (Jou 
et al., 2006), oligodendroglia (Kigerl et al., 2007), y el endotelio vascular cerebral 
también expresan TLR-4, aunque en menor medida (Nagyoszi et al., 2010; rev. 
García Bueno et al., 2016). A pesar de que muchos tipos celulares expresen 
receptores de inmunidad innata es sabido que su expresión es mayor en 
regiones que carecen de BHE (área postrema, eminencia media, órgano 
subfornical) y en meninges y el plexo coroideo (Lacroix et al., 1998; Laflamme & 
Rivest, 2001). Su activación en estas zonas podría regular las interacciones entre 
sistema inmune y SNC, ya que su activación directa por estímulos periféricos 
podría resultar en la expresión de mediadores pro-inflamatorios que activan la 
microglia, amplificando las señales características de la inflamación (Dantzer et 
al., 2008) y causando estrés oxidativo y daño celular principalmente en neuronas 





Toll like 4 (TLR-4), fue el primer receptor que se describió en humanos, 
siendo identificado como el receptor para el LPS  (Takeuchi & Akira, 2001), 
componente de la membrana de bacterias Gram negativas (Gram -).  Otros 
ligandos también presentan afinidad por este receptor, como por ejemplo las 
proteínas de choque térmico (heat shock proteins, HSP) 60-70 (HSP60-70), el 
fribrinógeno, y la proteína de caja de grupo de alta movilidad 1 (HGMB-1) 
(Piccinini & Midwood, 2010). La implicación de los DAMPs en el proceso llamado 
"inflamación estéril" respalda la idea de considerar al TLR-4 como un receptor 
centinela que se activa por algunas señales de peligro / daño en ausencia de 
patógenos (Mollen et al., 2006). 
  En concreto, es el lípido A la región endotóxica de la molécula de LPS que 
activa la señalización dependiente por TLR-4 (Poltorak et al., 1998). El LPS 
circulante es capturado por la proteína de unión LPS (LBP) y el dímero resultante 
se une a una tercera proteína llamada cluster de diferenciación 14 (CD14), que 
está presente en la membrana de células inmunes innatas o en plasma en su 
forma soluble (Tobias et al., 1995). Una función para CD14 es el transporte de 
TLR-4 a las regiones ricas en quinasas en los “lipid raft”, amplificando su 
señalización (Triantafilou et al., 2002).  
    El siguiente paso es el reclutamiento del co-receptor factor de 
diferenciación mieloide-2 (MD-2) (Shimazu et al., 1999). La unión con MD-2 es 
fundamental para facilitar la translocación de TLR-4 a la membrana celular 
(Nagai et al., 2002). Una vez estimulado, el complejo TLR-4 / MD-2 es 
endocitado, en un mecanismo que controla la respuesta inflamatoria, evitando 
que sea excesiva, (Fujihara et al., 2003) ya que una sobreactivación de esta vía 
podría conllevar a shock séptico. Cuando CD14 / TLR-4 / MD-2 se asocia con 
LPS, se pueden activar dos rutas de señalización alternativas (da Silva Correia 













Fig.-.4 Vía de señalización inflamatoria dependiente de TLR-4.  
 
    Por otro lado, cabe señalar lo complejas que pueden llegar a ser las 
relaciones moleculares que involucran esta señalización, ya que han sido 
descritos polimorfismos de respuesta negativa a la señalización al LPS (Ohto et 
al., 2012). También se ha demostrado la existencia de ciertas moléculas 
derivadas del lípido A como por ejemplo el lípido IVa y eritodan, que presentan 
un efecto antagonista como consecuencia de presentar modificaciones 
estructurales específicas (Ohto et al., 2007; Shirey et al., 2013). También ha sido 





acilo de su estructura molecular podrían actuar antagonizando la señalización a 
consecuencia de una formación errónea del complejo de reconocimiento (Erridge 
et al., 2004; Triantafilou et al., 2004; Popa et al., 2007). 
 
Vía dependiente de MyD88: 
 
 TLR-4 se une a la proteína adaptadora MyD88 a través de su dominio 
citoplásmico TIR (receptor de interleuquina 1 (IL-1)) y luego recluta la quinasa 
IRAK4 asociada al receptor de IL-1. IRAK4 se une y activa el factor 6 asociado 
al receptor de TNF (TRAF6). Esta triple asociación es llamada Complejo 1 (Cao 
et al., 1996). 
El complejo 1 es disociado de TLR-4 y recluta un grupo de proteínas: TAK-
1 (quinasa relacionada con TGFα) y TAB (proteína de unión a TAK1) 1-3, que 
constituyen el complejo-2. Las interacciones entre estas proteínas producen la 
fosforilación de algunas de ellas, lo que permite la activación de dos posibles 
vías secundarias: 
1. TAK-1 fosforilada activa IKK (complejo IκB quinasas), que fosforila las 
proteínas IκB (inhibidor de NF-κB), induciendo su degradación a través del 
proteosoma y permitiendo la translocación de NF-κB al núcleo (Delaney et 
al..,2006). NF-κB regula la expresión de genes que codifican proteínas 
proinflamatorias, como COX-2 e iNOS o las citocinas IL-1β, IL-6 y TNF-α. 
2. TRAF6 produce la activación de las proteín-quinasas activadas por 
mitógeno (MAPK): ERK1/2, p38 y JNK a través de su fosforilación. Las MAPK 
son capaces de regular la activación del factor de transcripción proinflamatorio 
denominado proteína activadora-1 (AP-1) (Plotnikov et al., 2011). 
 
 Otras Vías independientes de MyD88:  
 
Diferentes proteínas adaptadoras desencadenan una transducción de 
señales independiente de MyD88, que son, TRAM (molécula asociada al 
receptor toll) y TRIF (Activador de interferón asociado al receptor toll). Estas dos 
proteínas adaptadoras dimerizan de diferentes maneras, teniendo como 





    A través de la formación del heterodímero TRAM-TRIF: activando la vía 
de señalización TRAF6-TAK1-IKK, etc., como ya ha sido descrito.  
    A partir de la formación del homodímero TRIF-TRIF: la activación del 
factor de regulación del interferón 3 (IRF3), a través de la quinasa TBK1, que 
activa la producción de interferón 1 (IFN1) y más concretamente su isoforma β, 
activando el factor de transcripción transductor de señal (STAT)), caspasas y 
moléculas co-estimuladoras (rev. García Bueno et al., 2016).  
 
1.4.5 . Mediadores antiinflamatorios 
 
      No todos los mecanismos activados por un estímulo estresante tienen 
características proinflamatorias. En respuesta a estrés se pone en marcha un 
mecanismo de carácter antiinflamatorio derivado de la activación de COX-2 que 
consiste en la síntesis y liberación del mediador 15-deoxi-prostaglandina J2, 
principal ligando endógeno de los receptores nucleares activados por los 
proliferadores de peroxisoma ү (PPARү). Estos receptores participan 
directamente en la regulación de la respuesta inflamatoria en diversos modelos 
de patologías del SNC (Feinstein, 2003; Shie et al., 2009; Sodhi et al., 2011), y 
tras la exposición a estrés, poniendo en marcha mecanismos antiinflamatorios,  












Fig.-5. Esquema de las vías proinflamatorias y antiinflamatorias puestas en marcha en el SNC 
tras la exposición a estrés agudo, figura adaptada de Garcia-Bueno, B, 2008.  
1.5 . Comunicación bidireccional entre el sistema inmune y SNC 
 
El SNC y el sistema inmune periférico están en comunicación constante e 
influyen en la forma en que los que uno y otro responden a un estímulo 
estresante. La exposición prolongada al estrés interrumpe la comunicación 
homeostática, es decir “un estado sano”, entre el SNC y el sistema inmunitario 
periférico, lo que conduce a la señalización inmune hacia un estado 
proinflamatorio. Parte de esta respuesta incluye una señalización proinflamatoria 
elevada y prolongada en el SNC, que varios autores han relacionado con 
trastornos psiquiátricos relacionados con el estrés (Miller & Raison, 2016). Esta 
relación  está también basada en la observación de que la activación de 





neurales que median cambios en el estado de ánimo, la cognición y la fisiología 
y que funcionan como una defensa adaptativa del individuo contra infección o 
lesión (Dantzer et al., 1998; Maier & Watkins, 1998). 
Uno de los efectos provocado por el estrés está relacionado con un 
aumento en la permeabilidad de la BHE en determinadas zonas del SNC, 
permitiendo un eventual paso de moléculas que en condiciones fisiológicas no 
ocurriría (Madrigal et al., 2002b). Mediadores como citocinas proporcionan un 
estímulo inflamatorio sostenido, al actúar sobre el eje del estrés estimulando la 
producción de CRF y consecuentemente desregulando el eje HHA  a través de 
su acción sobre los GR (Raison et al., 2006).  
Merece la pena indicar que el estrés también induce una disfunción 
intestinal, abriendo las uniones intercelulares estrechas epiteliales del intestino, 
permitiendo el paso de moléculas al torrente sanguíneo como el LPS bacteriano, 
que representarían otro mecanismo más propuesto para la comunicación entre 
periferia y SNC tras la exposición a estrés (Ponferrada et al., 2007; Samak et al., 
2010). 
1.6 . Efecto del estrés en células inmunes periféricas (tráfico de 
células inmunes) 
 
Como ya se comentó anteriormente una característica de la respuesta al 
estrés es la activación del sistema nervioso simpático (SNS). Las fibras nerviosas 
simpáticas inervan el tejido linfoide inmune periférico que incluye el timo, el bazo, 
los ganglios linfáticos y la médula ósea (BM), proporcionando así una vía de 
señalización directa para regular los procesos inmunes periféricos (Felten et al., 
1985). La activación del SNS inducida por el estrés provoca la liberación directa 
de catecolaminas en estos órganos inmunes, que actúa sobre los receptores 
para NA expresados por las células inmunes periféricas produciendo respuestas 
funcionales que influyen en su desarrollo, fenotipo inflamatorio y capacidad 
migratoria (Bierhaus et al., 2003; Nance & Sanders, 2007; Grisanti et al., 2010). 
Una activación prolongada o repetida del SNS, como tiene lugar en la exposición 





mieloides, incluidos monocitos y granulocitos (CD11b+,CD45hi, Ly6G+) (Dhabhar 
et al., 2012; Hanke et al., 2012). Estos monocitos tienen un perfil 
"proinflamatorio" porque son capaces de circular por todo el cuerpo, entrar en el 
tejido afectado y convertirse en células efectoras gracias a su alta capacidad 
para liberar citocinas proinflamatorias. En nuestro contexto, esto es muy 
relevante, ya que el tráfico de monocitos inflamatorios inducido por el estrés 
contribuye al deterioro de las condiciones físicas y mentales de un individuo 
(Dutta et al., 2012; Hanke et al., 2012; Seifert et al., 2012; Wohleb et al., 2013; 
Heidt et al., 2014; Wohleb et al., 2014a).  
 La población de monocitos que son inducidos por el estrés crónico son 
menos maduros y más inflamatorios que los monocitos "homeostáticos". Los 
monocitos recientemente diferenciados expresan altos niveles del marcador de 
monocitos Ly6C (Ly6Chi) (Rose et al., 2012) y presentan una gran capacidad 
para desencadenar procesos proinflamatorios, incluida una potente capacidad 
fagocítica y una mayor secreción de especies reactivas de oxígeno (ROS), NO y 
citocinas proinflamatorias (Weber et al., 2017). Estas células también son 
positivas para el receptor de quimiocina C-C tipo 2 (CCR2), que detecta a la 
quimiocina CCL2 para regular el tráfico celular al tejido inflamado (Audoy-Remus 
et al., 2008). Este tipo de monocitos tiende a reducir la expresión de Ly6Clow y 
CCR2 a medida que se diferencian hacia un fenotipo antiinflamatorio, 
contribuyendo a la reparación de los tejidos. Esto incluye una expresión 
aumentada del receptor de fractalquina (CX3CR1) y la secreción de moléculas 
antiinflamatorias tales como IL-10 (Auffray et al., 2007).  
El estudio del tráfico de monocitos de perfil inflamatorio en el cerebro es 
de extrema relevancia una vez que diversos estudios demostraron que estos se 
diferencian en macrófagos (CD11b+CD45hi) en cerebro, promoviendo una 
amplificación de la señalización inflamatoria (Brevet et al., 2010; Wohleb et al., 
2011; Ataka et al., 2013; Wohleb et al., 2013; Sawada et al., 2014; Wohleb et al., 
2014a). 
 
Regulación del tráfico de células inmunes por señalización en la BHE: 
 El reclutamiento de leucocitos al SNC puede ser un evento modulado 





de leucocitos al SNC es un proceso de pasos múltiples que se regula mediante 
la expresión de moléculas de superficie adherentes en los leucocitos y en las 
células endoteliales (Ransohoff et al., 2003).  
El primer paso para este evento consistiría en la captura de leucocitos en 
la superficie de las células endoteliales. Esto ocurre a través de la expresión de 
las moléculas de captura L-selectina y ligando 1 de la glicoproteína P-selectina 
(PSGL1) en los leucocitos, y selectina E y P en la superficie luminal de las células 
endoteliales. El contacto entre los leucocitos y las células endoteliales permite el 
tráfico de leucocitos. En este punto, la activación de los leucocitos mediante 
quimioquinas inicia la reubicación y los cambios conformacionales de las 
integrinas, el antígeno 1 asociado a la función de linfocito (LFA-1) y el antígeno 
4 muy tardío (VLA4), que forman sitios de unión de alta afinidad para la adhesión 
firme a las células endoteliales (Kim et al., 2003). El eje quimiotáctico CCL2-
CCR2, en particular, está implicado en la infiltración mediada de leucocitos en el 
SNC en muchos estados patológicos, que incluyen encefalitis por VIH (Eugenin 
et al., 2006), isquemia (Dimitrijevic et al., 2006), y estrés (Wohleb et al., 2013). A 
continuación, las interacciones dinámicas entre las integrinas y las moléculas de 
adhesión celular (CAM), la CAM intercelular (ICAM) y la CAM vascular (VCAM) 
detienen al leucocito en la superficie de la célula endotelial. Una vez que el 
leucocito se ha detenido en la superficie endotelial, se pueden polarizar y migrar 
a través de mecanismos estrechamente regulados por integrinas/CAM para 
entrar en el espacio perivascular (Greenwood et al., 2011). Por lo tanto, si la 
exposición a factores estresantes aumenta la expresión de moléculas de 
adhesión, esto promovería el tráfico de células inmunes circulantes al 
SNC(Weber et al., 2017). 
 Además del papel de las células endoteliales de BHE para "atrapar" y 
reclutar células inmunes periféricas en el cerebro, un concepto interesante es 
que la BHE retransmite la señalización inflamatoria de la circulación al SNC. Por 
ejemplo, las células endoteliales de BHE expresan receptores clave de citocinas 
(IL-1R1, IL-6, receptores de TNFα) y la unión de estos receptores conduce al 
transporte o secreción de citocinas proinflamatorias adicionales y mediadores 
secundarios (prostaglandinas) que propagan la señalización inflamatoria hacia 





Después de la activación por las citocinas, la microglia residente secreta más 
citocinas proinflamatorias todavía, pudiendo influir directamente en las vías 
neuronales e incluso el comportamiento (Quan & Banks, 2007). Este evento 
atribuye a la microglia un papel muy relevante en el tráfico de células inmunes, 
una vez que es activada tras la exposición al estrés, al amplificar la señalización 
de citocinas proinflamatorias (IL-1β, TNF-α, IL-6) y quimioquinas (CCL2) (Wohleb 
et al., 2012), proporcionando así una vía reguladora directa de las moléculas de 
adhesión.  
 Otro aspecto a tener en cuenta es que algunos estudios evidencian que 
la expresión de moléculas de adhesión de células inmunes (CAM) se produce en 
regiones cerebrales específicas después de la exposición estrés. Por ejemplo, 
ICAM-1 y VCAM-1, moléculas de adhesión consideradas marcadores de tráfico 
celular (monocito) tempranos a nivel vascular, se incrementaron en las células 
endoteliales en el PFC y PVN después de estrés social (Sawicki et al., 2015). De 
manera similar a los patrones de tráfico de macrófagos (Wohleb et al., 2013), el 
aumento de CAM-1 y VCAM-1 se correlacionaron regionalmente con activación 
neuronal y glial dentro de regiones cerebrales sensibles al estrés. Estos datos 
sugieren que una relación neuronal-glial-endotelial, en regiones específicas del 
cerebro podría facilitar del tráfico de células inmune en un mecanismo 
dependiente de expresión de estas moléculas de adhesión (CAM´s) a nivel 
neurovascular. Estas dinámicas son importantes porque la presencia de estos 
monocitos / macrófagos inflitrados ha sido directamente implicada en la 
patogénesis de patologías neuropsiquiátricas relacionadas con el estrés, como 
por ejemplo la depresión, como ha sido citado anteriormente.   (Beumer et al., 
2012; Torres-Platas et al., 2014).  
 
Resistencia a GC:  
 Algunos tipos de estrés social conllevan la diferenciación de monocitos 
que son insensibles a los GC. Los niveles de GC elevados es uno de los 
mecanismos por los que el estrés inhibe los procesos inflamatorios al reducir la 
viabilidad de las células inmunitarias (Coutinho & Chapman, 2011). 
La resistencia a GC probablemente esté mediada por la pérdida de 





cuando los GC se unen a sus receptores, estos se traslocan al núcleo para 
activar los elementos sensibles a los glucocorticoides (GRE). Los GRE activados 
promueven efectos antiinflamatorios mediante la inhibición del factor de 
transcripción proinflamatorio NF-κB y la transcripción de moléculas de 
señalización antiinflamatorias (De Bosscher et al., 2003). La translocación del 
receptor de GC está alterada en los esplenocitos después un estímulo por estrés 
social (Quan et al., 2003), reduciendo así la capacidad de los GC para inhibir la 
transcripción dependiente de NF-κB.  
Se tiende a generalizar la respuesta mielopoyética a todos los modelos 
de estrés crónico en roedores. Sin embargo, es importante tener en cuenta que 
el "estrés" no produce una respuesta homóloga a través de mecanismos 
comunes entre todos los tipos de estrés. Por ejemplo, varios estudios 
investigaron la respuesta inmune al estrés crónico por restricción de movimiento 
y reportaron una disminución de la función de las células asesinas naturales 
(NK), secreción de citocinas y replicación viral mejorada (Hunzeker et al., 2004; 
Tseng et al., 2005; Jin et al., 2013). Los efectos inmunes opuestos sobre las 
células mieloides entre estrés social y la restricción crónica pueden explicarse 
por las diferencias en los GC circulantes. De este modo, en algunos modelos de 
estrés social, el estímulo es realizado justo antes del ciclo de oscuridad lo que 
produce un aumento importante en los GC circulantes, pero que baja sus niveles 
basales unas pocas horas después de la aplicación del estímulo, sin afectar su 
ritmo circadiano de síntesis. 
Muchos estudios citados en este apartado evidencian de que el tráfico de 
leucocitos con un perfil proinflamatorio al cerebro en modelos de estrés e 
inflamación periférica promueve resultados conductuales negativos, en el estado 
de ánimo y el comportamiento, como “sickness behaviour” y ansiedad, pudiendo 
ser un evento clave en el eje de la señalización inmune al cerebro, haciéndose 
necesario elucidar los diferentes componentes que pudieran estar implicados en 
el tráfico inmune celular.  (D'Mello et al., 2009; Hasegawa-Ishii et al., 2013; 





1.7 . Papel de los macrófagos perivasculares (PVM) 
 
Existe una evidencia creciente indicando que las células del sistema 
inmune innato, como las células mieloides, desempeñan un papel fundamental 
en el mantenimiento de la homeostasis cerebral y en los mecanismos 
fisiopatológicos de las enfermedades del SNC (Engelhardt et al., 2017; Herz et 
al., 2017; Prinz et al., 2017). Gran parte de la investigación en esta área se ha 
centrado en la microglía, células mieloides residentes del cerebro, que han sido 
implicadas en una amplia variedad de procesos en el desarrollo, la función y la 
enfermedad del cerebro (Saijo & Glass, 2011). Sin embargo, se sabe mucho 
menos sobre otras células inmunes innatas que residen en el cerebro, como 
los macrófagos perivasculares (PVM). Los PVM son células mieloides ubicadas 
en el compartimiento perivascular que rodea las arterias y venas, ya que 
penetran profundamente en el tejido cerebral (espacio perivascular o espacio 
de Virchow-Robin). Aunque las células mieloides asociadas a los vasos 
sanguíneos cerebrales se han descrito durante varias décadas, su origen, 
identidad de linaje y función no se han dilucidado completamente. 
Los PVM presentan una morfología alargada o ameboide con procesos 
de ramificación que envuelven a los vasos sanguíneos en los que residen. Los 
PVM poseen capacidad fagocítica constitutiva (Kida et al., 1993) y expresan 
numerosos marcadores de activación como MHC tipo II de superficie que se 
encuentran típicamente en los macrófagos periféricos. Aunque a un ritmo 
reducido, en condiciones basales, son continuamente reemplazados por 
monocitos sanguíneos, que como se verá más adelante, se caracterizarán por 
tener un origen diferente. Después de la estimulación inflamatoria, su tasa de 
reposición aumenta sustancialmente. Estas células son parte estructural de la 
BHE, jugando un papel importante en la comunicación del sistema inmune al 
cerebro, al transmitir y modular señales inflamatorias periféricas al cerebro 
(Williams et al., 2001a; Konsman et al., 2007).  
En 1988, Hickey y Kimura describieron unas células perivasculares, a 
las que denominaron "células microglias perivasculares", derivadas de la 





células, positivas para la glicoproteína ED2 de la superficie celular, mostraron 
una forma alargada y una ubicación alrededor de los vasos sanguíneos 
cerebrales (Hickey & Kimura, 1988). Otras células con características similares 
también se encontraron en asociación con las leptomeninges. Sin embargo, 
Graeber et al. sugirieron que estas células perivasculares ED2 + eran distintas 
de la microglia, que no son positivas para ED2 (Graeber et al., 1989). Después 
de la purificación y secuenciación, el antígeno ED2 se identificó como CD163, 
una glicoproteína de membrana que pertenece al grupo B de la superfamilia 
rica en cisteína del receptor scavenger (SRCR), que funciona como receptor de 
alta afinidad para el complejo hemoglobina-haptoglobina (Fabriek et al., 2005). 
Las células CD163+ también fueron positivas para el marcador fagocítico CD68 
y negativas para la actina del músculo liso, lo que confirma que estas células 
perivasculares eran macrófagos y no pericitos o células musculares lisas 
(Fabriek et al., 2005; Kim et al., 2006). Estos hallazgos, colectivamente 
establecieron a los PVM como una población distinta de células mieloides 
ubicadas en el espacio perivascular que envuelve los vasos sanguíneos 
cerebrales. 
 En modelos murinos, PVM también se caracterizan por expresar el 
receptor de manosa (CD206) (Galea et al., 2005; Faraco et al., 2016). CD206 
se expresa por poblaciones específicas de macrófagos (Linehan et al., 1999) y 
está involucrado en el reconocimiento de patógenos y endocitosis mediada por 
receptores (Linehan et al., 1999). La expresión de CD206 se observa en PVM, 
macrófagos meníngeos (MGM) y macrófagos del plexo coroideo (CPM), pero 
no está presente en la microglía (Goldmann et al., 2016) ni en los leucocitos 
que se infiltran en el parénquima cerebral (Galea et al., 2005). A diferencia de 
CD163, CD206 no se expresa en monocitos infiltrantes, lo que indica que es un 
marcador más específico de PVM (Holder et al., 2014). Los niveles de 
expresión de CD45 son más altos en PVM en comparación con la microglía, 
que se puede utilizar para diferenciar estos tipos de células mediante citometría 
de flujo (Goldmann et al., 2016).  
El origen de PVM todavía se está debatiendo. Hickey y Kimura 
sugirieron que derivan de BM y se reemplazan continuamente por monocitos 





fagocitar el dextrano para investigar el recambio de PVM tras su depleción. 
Estos estudios revelaron que, después de 1 mes, aproximadamente el 6% de 
PVM eran solo positivos para el marcador inyectado, es decir, "nuevos" 
macrófagos (Bechmann et al., 2001; Kim et al., 2006). Estos datos sugieren que 
los PVM se renuevan continuamente, aunque a un ritmo relativamente lento, 
pero no se pudo determinar la fuente de los nuevos PVM. 
Otros estudios también respaldan la idea de que los PVM y MGM no son 
reemplazados por monocitos circulantes. Sabiendo que el receptor de 
fractalquina Cx3cr1 se expresa en células mieloides residentes en el cerebro, 
incluyendo la microglía, CPM, PVM y MGM, Goldman y col. utilizaron ratones 
quiméricos con la recombinación de los genes de la proteína amarilla 
fluorescente (YFP) y del CX3CR1, mediada por la CRE-recombinasa inducible 
por tamoxifeno, obteniendo la expresión de YFP en células positivas a CX3CR1 
en periodos embrionarios. Teniendo en cuenta que, en esta etapa de desarrollo, 
el linaje hematopoyético que proporcionan las células sanguíneas después del 
nacimiento aún no se ha desarrollado, se puede suponer que todas las células 
que expresan CX3CR1 se derivan de precursores eritromieloides del saco 
vitelino, la principal fuente de células embrionarias hematopoyéticas. Al usar 
este enfoque, los autores de este estudio pudieron demostrar que los CPM, 
PVM y MGM positivos a YFP están presentes en el cerebro embrionario, 
además de comprobar a través de imágenes de microscopía electrónica su 
presencia alrededor de los vasos en el espacio perivascular, meninges y plexos 
coroideos. Tanto los PVM como los MGM mantuvieron la expresión de YFP 
inclusive hasta las 6 semanas de edad de los ratones, confirmando que en la 
etapa adulta estas células no son reemplazadas por monocitos circulantes 
infiltrados. Sin embargo, en los CPM este evento no se siguió observando 
(Goldmann et al., 2016), lo que puede sugerir una reposición desde diferente 
origen. 
 






Los PVM están implicados en una amplia variedad de estados 
patológicos en SNC:  
Activación del eje HHA y PVM: Los PVM se han implicado en la activación 
del eje hipotalámico-pituitario-adrenal (HHA) en una amplia variedad de 
entornos. La inflamación sistémica se asocia con la activación del eje HHA y la 
fiebre, respuestas que requieren la prostaglandina E2 (PGE2) vascular (Turnbull 
& Rivier, 1999). La administración sistémica de IL-1β o LPS aumenta la enzimas 
ciclooxigenasa-2 (COX-2) y la PGE2 sintasa microsomal-1 (m-PGES-1) en las 
células endoteliales cerebrales (Elmquist et al., 1997). A su vez, la liberación de 
PGE2 es responsable de la activación del eje HHA, lo que lleva a la liberación de 
las hormonas del estrés, la ACTH y la corticosterona, y la inducción de fiebre. 
Esta respuesta implica la sinergia entre PVM y las células endoteliales 
cerebrales, pero depende críticamente de las características del estímulo 
inflamatorio (Vasilache et al., 2015). Por ejemplo, en la inflamación sistémica 
inducida por IL-1, la depleción de PVM suprime el aumento en la COX-2, 
endotelial y la activación de PGE2 y HHA, mientras que en la inflamación inducida 
por LPS, la depleción de PVM aumenta esta respuesta (Serrats, et al, 2010). Por 
lo tanto, PVM parecen promover o suprimir la activación del eje HHP inducida 
por la inflamación sistémica dependiendo de la naturaleza y la complejidad del 
estímulo inflamatorio (Schiltz & Sawchenko, 2002). 
 
Alzheimer y PVM: La enfermedad de Alzheimer (EA) es la principal causa de 
demencia relacionada con la edad y se caracteriza patológicamente por la 
acumulación del péptido amiloide-β (Aβ) en el cerebro (placas amiloides) y los 
vasos sanguíneos cerebrales (angiopatía amiloide cerebral) (De Strooper & 
Karran, 2016). Enriquecidos con receptores scavenger, los PVM pueden estar 
involucrados en la eliminación de productos de desecho del parénquima cerebral 
(Mato et al., 1982; Kida et al., 1993). En ratones que expresan una forma mutante 
de la proteína precursora amiloide (APP) (ratones TgCRND8), un modelo de 
acumulación de amiloide cerebral, tras la depleción de los PVM por Clodronato 
encapsulado en liposomas, aumentó la deposición de amiloide-β alrededor de 
los vasos sanguíneos cerebrales (Hawkes & McLaurin, 2009). La depleción 





neurovasculares inducidas por Aβ, ya sea aplicadas directamente a la 
neocorteza de ratones de tipo salvaje o producidas endógenamente en ratones 
Tg2576que sobreexpresan la APP mutada (Park et al., 2017).  Estos hallazgos, 
colectivamente, podrían implicar a PVM en la fisiopatología de la EA y sugieren 
que los receptores de PVM, como por ejemplo SR-BI, son cruciales para modular 
la acumulación de Aβ en el cerebro suponen algunos efectos dentro de un 
contexto neurovascular.   
Infecciones del SNC y PVM: En un modelo de meningitis estreptocócica en rata, 
la depleción de los PVM a través del CLO encapsulado en liposomas se asoció 
con un empeoramiento de los síntomas y una mayor carga de bacterias en el 
liquido cefaloraquídeo (LCR), un efecto atribuido a la reducción del influjo de 
neutrófilos en el parénquima cerebral. En otro estudio se observa que PVM y 
MGM pueden jugar un papel protector en la meningitis bacteriana promoviendo 
la afluencia de neutrófilos en el cerebro necesaria para contrarrestar las bacterias 
invasoras (Polfliet et al., 2001). Del mismo modo, la depleción de PVM es 
beneficiosa en la encefalitis inducida por la administración intranasal del virus de 
la estomatitis vesicular (VSV). Por lo tanto, la depleción de PVM y MGM por CLO 
suprimió la acumulación cerebral de neutrófilos y células T, redujo la carga de 
VSV y mejoró los déficits motores (Steel et al., 2010). 
Alrededor del 60% de las personas infectadas con VIH presentan 
evidencias de disfunciones neurológicas, 30-40% desarrollan déficits cognitivos 
graves (demencia asociada al SIDA) (Williams & Hickey, 2002). Diversos 
estudios sugieren que los PVM son la principal población de células infectadas 
por el VIH o el virus de la inmunodeficiencia simia (SIV), un modelo de primates 
del SIDA (Williams et al., 2001b). Se propuso que el virus podría ingresar al SNC 
en monocitos infectados destinados a convertirse en PVM (Williams & Hickey, 
2002). Sin embargo, más del 80% de los PVM en las lesiones están presentes 
en el cerebro antes del desarrollo de la patología, lo que sugiere que los PVM 
residentes en el cerebro, en lugar de los monocitos periféricos reclutados en la 
lesión, pueden ser la diana de la infección (Nowlin et al., 2015). En este contexto, 
las células que expresan Ki-67, un marcador de la proliferación celular, se 
encontraron en las lesiones SIV. La mayoría de estas células eran CD163 + y se 





en lugar del reclutamiento de monocitos de la periferia, podría ser el principal 
mecanismo de formación de lesión encefalítica y la persistencia del reservorio 
viral en el cerebro (Filipowicz et al., 2016). 
Esclerosis multiple y PVM: Los PVM aumentan en número en las lesiones 
de esclerosis múltiple activas y son positivos para la proteína básica de mielina 
y para el complejo de histocompatibilidad principal HLA-DR, lo que sugiere que 
podrían procesar y presentar antígenos (Zhang et al., 2011). En la 
encefalomielitis alérgica experimental aguda (EAE), un modelo de esclerosis 
múltiple en ratas, el número de PVM aumenta antes del inicio de la enfermedad, 
y su depleción mejora los síntomas neurológicos. Aunque los mecanismos de 
este efecto no son claros, los PVM pueden actuar como células presentadoras 
de antígenos y reactivar las células T una vez que cruzan la BHE para infiltrarse 
en el cerebro (Polfliet et al., 2001). Además, los PVM pueden exacerbar la EAE 
promoviendo el reclutamiento de monocitos a través de la expresión de 
quimiocinas como MCP-1 y MIP-1α (proteína inflamatoria de macrófagos 1α) 
(Hofmann et al., 2002). 
Factores de riesgo cerebrovasculares y deterioro cognitivo: los PVM han 
sido recientemente implicados en las alteraciones cerebrovasculares y 
neurocognitivas inducidas por la hipertensión arterial. La hipertensión induce 
cambios en la estructura de los vasos sanguíneos cerebrales que conducen a 
una reducción en el diámetro vascular (hipertrofia y remodelación). También 
altera los mecanismos reguladores neurovasculares, como el aumento del flujo 
sanguíneo cerebral (CBF) producido por los vasodilatadores dependientes del 
endotelio o por la actividad neuronal, que conduce a la disfunción cognitiva 
(Faraco & Iadecola, 2013). Estos efectos son, en su mayor parte, mediados por 
especies de oxígeno reactivo (ROS) producidas por una NADPH oxidasa (NOX2) 
(Capone et al., 2011). La depleción de PVM en ratas espontáneamente 
hipertensas propensas a ACV compensa algunos de los cambios en la estructura 
vascular inducidos por la hipertensión crónica y mejora la vasodilatación inducida 
por la acetilcolina, un vasodilatador dependiente del endotelio (Pires et al., 2013). 
Lesión cerebral traumática y PVM: La acumulación de células CD163+ 





autopsias de pacientes con lesión cerebral traumática, hemorragia intracerebral, 
isquemia cerebral focal y encefalopatía hipóxica. Su número aumenta con el 
tiempo y se observa incluso en pacientes con lesiones crónicas (Holfelder et al., 
2011; Zhang et al., 2012). Sin embargo, dado que no se realizó ninguna 
caracterización adicional, no está claro si éstas células son monocitos derivados 
de sangre o PVM. Las células CD163+ aumentan con el tiempo también en un 
modelo de rata de lesión cerebral traumática (Zhang et al., 2012), pero la 
identidad de estas células no se ha definido, y el papel de PVM aún no se ha 
establecido. 
Depresión y PVM: Torres-Plata (Torres-Platas et al., 2014), ha realizado 
un estudio en el que observó la morfología y la distribución de células inmunes 
(macrófagos y microglia) en la corteza blanca cingulada dorsal (dACC), región 
conocida por su implicación en los trastornos del estado de ánimo, en pacientes 
deprimidos y consecuente suicidio. Además, este estudio revela que la 
proporción de microglia en “reposo" sobre la ramificada aumentó 
significativamente en los individuos deprimidos y suicidas, la proporción de vasos 
sanguíneos rodeados por una alta densidad de macrófagos fue más del doble 
en los individuos deprimidos y suicidas que en los controles, y esta diferencia fue 
muy significativa.  También se percibió un aumento de la expresión de mRNA de 
CD45, un marcador enriquecido en los PVM, sobre todo en su localización junto 
a los vasos observados por inmunohistoquímica (IHC), y también se pudo 
observar un aumento significativo de MCP-1, una quimiocina implicada en el 
reclutamiento de monocitos circulantes. Estos datos histológicos y moleculares 
sugieren que el acúmulo de macrófagos asociados con los vasos sanguíneos 
puede estar relacionado con el reclutamiento de monocitos en la sustancia 
blanca del núcleo accumbens dorsal de pacientes deprimidos que han sufrido 
suicidio, aunque no puede excluirse que otros mecanismos puedan ser 
responsables de esta acumulación.  
           Las evidencias citadas (Faraco et al., 2017) sustentan la idea de que los 
PVM son un componente clave del sistema inmune residente en el cerebro, con 
amplias implicaciones para la fisiopatología de diferentes enfermedades del 
SNC. Una mejor comprensión de los PVM podría conducir al conocimiento de 





1.9 . Estrés, “sickness behaviour”, alteraciones de 
comportamiento y depresión. 
 
La exposición al estrés crónico o los eventos traumáticos aumentan el 
riesgo a desarrollar trastornos del estado de ánimo o ansiedad y puede afectar 
gravemente la calidad de vida del individuo (Kessler, 1997; Gilman et al., 2013). 
No todas las personas que experimentan un evento estresante padecen de 
efectos negativos y experimentan un estado patológico. Los mecanismos 
biológicos subyacentes a los efectos nocivos del estrés en la salud mental son 
de importancia clínica para identificar los factores que promueven la resistencia 
individual frente a la patología o resiliencia. Los avances hacia el entendimiento 
de cómo los procesos neuroinmunes median las funciones conductuales, 
afectivas y neuroquímicas ofrece una nueva perspectiva para comprender la 
etiología de los trastornos psiquiátricos. 
“Sickness Behaviour” o comportamiento tipo depresivo: 
Los procesos inflamatorios inducen cambios conductuales 
caracterizados por letargo, anorexia, dolor hipersensibilidad e interacción social 
reducida, conocidos colectivamente como “Sickness Behaviour”. Estos síntomas 
se pueden equiparar de cierta forma a los que se observan en la depresión mayor 
(DM), y a partir de ahí se empezó a pensar que los mecanismos inmunes o 
relacionados con la inflamación podrían estar involucrados en la fisiopatología 
de los trastornos del ánimo (Miller et al., 2009).  
      Un modelo muy utilizado y estandarizado para inducir el “Sickness 
Behaviour” es a través de un estímulo inmune periférico (como por ejemplo la 
administración sistémica de una endotoxina como el lipopolisacárido bacteriano 
(LPS). Además de estas respuestas conductuales, los individuos afectados, 
experimentan fiebre y muestran elevación de los niveles plasmáticos de citocinas 
y cortisol, y un aumento en el número de leucocitos circundantes (monocitos y 
granulocitos). Una de las características distintivas importantes es la duración de 
los síntomas: para ser clasificado como “Sickness Behaviour”, deben estar 





horas después de la administración de LPS. Por otra parte, las diferencias en los 
cambios en los niveles de glucocorticoides y citocinas proinflamatorias pueden 
diferenciar enfermedad y “Sickness Behaviour”. Por ejemplo, en roedores, 
“Sickness Behaviour” a menudo coincide con aumentos hasta 100 veces de los 
niveles plasmáticos de citocinas como TNFα, mientras que, en un modelo 
inducido por estrés o en pacientes depresivos, estos niveles plasmáticos son 
apenas 10 veces superiores (DellaGioia & Hannestad, 2010). Del mismo modo, 
los síntomas comportamentales de la DM incluyen letargo, anhedonia y 
desmotivación, niveles elevados de citocinas plasmáticas y niveles de cortisol, 
así como un mayor número de monocitos y granulocitos circulantes. Sin 
embargo, mientras que el “Sickness Behaviour” es temporal y adaptativo 
(promueve la inmunidad para erradicar procesos patógenos) (Dantzer & Kelley, 
2007), la DM es persistente y está asociado con alteraciones en neuroplasticidad 
y neurotransmisión en casos específicos estructuras corticolímbicas que 
conducen a un estado de ánimo disminuido (Duman, 2009). 
 
     DM es una enfermedad heterogénea que causa una discapacidad 
profunda en todo el mundo, que afecta entre 7 a 12% de los hombres y 20 a 25% 
de las mujeres (Kessler, 2003; Kessler et al., 2005; Murray et al., 2013). Los 
síntomas de DM se asocian con déficits estructurales y neuroquímicos en 
regiones cerebrales corticolímbicas y esto podría ser el punto de partida al 
desarrollo de diferentes enfermedades mentales (Lupien et al., 2000; Krishnan & 
Nestler, 2008; Schmidt et al., 2011; Duman & Aghajanian, 2012; Russo & Nestler, 
2013). Los mecanismos implicados podrían ser una superproducción de CRF 
(Rachal Pugh et al., 2001), hipercortisolemia (Burt et al., 1995) y degeneración 
catecolaminérgica central (Kitayama et al., 1997). Aunque los factores genéticos 
representan un cierto factor de riesgo de desarrollo de la depresión (Sullivan et 
al., 2000; Foley et al., 2003), se sabe que más de dos tercios de los pacientes 
depresivos experimentaron una situación de estrés relevante antes de la 
aparición de síntomas (Kendler et al., 1999; Mitchell et al., 2003). Sin embargo, 
esta respuesta se parece mucho a varias características observadas en los 
trastornos del estado de ánimo, incluida rechazo a entornos sociales, anhedonia 





neuroinflamación afecta al estado de ánimo, particularmente en pacientes 
deprimidos resistentes al tratamiento (Hodes et al., 2015). 
Se sabe que la serotonina (5-HT) es el neurotransmisor por excelencia 
implicado en la fisiopatología de la depresión. Un concepto clásico para esta 
enfermedad consiste en el desbalance químico de este neurotransmisor dando 
origen a la “Hipótesis monoaminérgica de la depresión”, donde se hipotetiza 
sobre una disminución en la transmisión de la 5-HT, pero también de otras 
catecolaminas, especialmente NA. Evidencias farmacológicas suportan esta 
teoría, una vez que los tratamientos antidepresivos que presentan mejores 
resultados compensan estos sistemas de neurotransmisión. Desde un punto de 
vista anatómico existe una relación entre las fibras serotoninérgicas y estructuras 
cerebrales implicadas en la respuesta al estrés, como por ejemplo hipocampo y 
PVN, evidenciando así una relación entre el eje HHA y el sistema 
serotoninérgico. (Joseph & Kennett, 1983).  
Uno de los mecanismos propuestos para la relación entre 5-HT y GC sería 
a través de una interacción entre sus receptores. Después de la administración 
de 5-HT ocurre un aumento en la expresión de GR, y tras una disrupción 
farmacológica en las proyecciones serotoninérgicas, se reduce la expresión 
génica de los receptores de GR y MR en hipocampo (Seckl et al., 1990). También 
se ha podido observar una reacción inversa, donde, determinados modelos de 
estrés crónico disminuyen la expresión del receptor 5-HT en hipocampo (Lopez 
et al., 1997).  
           Como hemos visto la activación del eje HHA es responsable de activar 
una respuesta de fase aguda muy similar a una respuesta inflamatoria de un 
organismo frente a una infección o traumatismo: activación glial, síntesis y 
liberación de mediadores pr-inflamatorios, sobre todo en SNC (Garcia-Bueno et 
al., 2008a). En la depresión se observa una situación muy similar, en las que las 
citocinas juegan un papel muy importante (Miller et al., 2009). 
            De la relación de la activación del sistema inmune y el papel que podría 
tener en esta enfermedad se ha desarrollado la “Teoría inflamatoria y 
neurodegenerativa de la depresión” (Maes et al., 2009), que consiste en la 





de comportamiento, conllevando a un estado depresivo, aspecto este que será 
abordado en esta tesis doctoral.  
            Estudios en modelos murinos han observado que el estrés psicosocial o 
ambiental repetido causa un déficit de plasticidad sináptica y una desregulación 
de los neurotransmisores, lo que lleva a un comportamiento depresivo (Duman, 
2009; Christoffel et al., 2011). Coincidiendo con estas respuestas 
neurobiológicas, la exposición al estrés tiene considerables consecuencias 
fisiológicas e inmunológicas; dicha exposición conduce a aumentos en la 
expresión de citocinas proinflamatorias como la IL-1β, TNFα y IL-6 en la sangre 
y el cerebro (Wohleb et al., 2014b; Hodes et al., 2015). Además, los estudios 
clínicos han demostrado que los marcadores circulantes de la activación inmune, 
como el aumento del número de granulocitos y monocitos (Maes, 1995) y los 
niveles elevados de TNF-α e IL-6, se observan en la sangre de individuos con 
DM (Howren et al., 2009; Dowlati et al., 2010). En conjunto, estos hallazgos 
implican una desregulación (relacionada con el estrés) del sistema inmune innato 























2.1 . Antecedentes 
El SNC y el sistema inmune periférico están en comunicación constante 
e influyen en la forma en que uno y otro responden a un estímulo estresante. 
Como ha sido comentado anteriormente, existen evidencias que indican que la 
exposición al estrés interrumpe la comunicación normal entre el SNC y el sistema 
inmunitario periférico, lo que conduce a la señalización inmune hacia un estado 
predominantemente pro-inflamatorio. Esta respuesta incluye una señalización 
proinflamatoria elevada y prolongada en el SNC, que varios autores han 
relacionado estrechamente con la fisiopatología de los trastornos psiquiátricos 
asociados al estrés (Miller & Raison, 2016). Esta relación es consecuencia de la 
observación de que la activación de moléculas de señalización proinflamatorias 
interactúa con sustratos neurales que median cambios en el estado de ánimo, la 
cognición y la fisiología que funcionan como una defensa adaptativa del individuo 
contra el daño (Dantzer et al., 1998; Maier & Watkins, 1998). 
Existe una evidencia creciente que sugiere que las células del sistema 
inmune innato, como las de origen mieloide, desempeñan un papel fundamental 
en el mantenimiento de la homeostasis cerebral y en los mecanismos 
fisiopatológicos de las enfermedades del SNC (Engelhardt et al., 2017; Herz et 
al., 2017; Prinz et al., 2017). Gran parte de la investigación en esta área se ha 
centrado en la microglía, células mieloides residentes del cerebro (Saijo & Glass, 
2011). Sin embargo, se sabe mucho menos sobre el papel de otras células 
inmunes innatas que residen en el cerebro, como son los macrófagos 
perivasculares (PVM).  
Los PVM son células de origen mieloide, cuya ubicación en el espacio 
perivascular las hace excelentes candidatas para regular las interacciones SNC-
periferia en condiciones de estrés. Además, los PVMs son las únicas células con 
actividad fagocítica basal y una tasa de reposición lenta pero constante en el 
SNC, y pueden ser considerados como centinelas del sistema inmune en el 
cerebro regulando el paso de de macromoléculas (β-amiloide), virus, bacterias y 
células polimorfonucleares periféricas (Hawkes and McLaurin, 2009; Polfliet et 
al., 2002; Pedragosa et al., 2018). 




Un ejemplo de señal inmune que debe de ser detectada e interpretada por 
el SNC para organizar las respuestas de fase aguda adecuadas es el aumento 
en los niveles plasmáticos de citocinas proinflamatorias tales como IL-1β o TNF-
α (como ocurre en muchos individuos con patologías psiquiátricas).  
Se han propuesto varios mecanismos (que no deben ser excluyentes 
entre sí teniendo en cuenta la complejidad de los sistemas inmune y nervioso) 
por los que las citocinas pueden acceder o activar respuestas al nivel del SNC.  
Uno de ellos implica a varios tipos celulares asociados a la 
microvasculatura cerebral por su capacidad para producir prostaglandinas 
(PGE2), que actuarían como moléculas señalizadoras a nivel local y paracrino 
activand otras áreas cerebrales como la médula ventrolateral o el núcleo del 
tracto solitario que a su vez regulan la actividad del eje HHA del estrés y la 
subsiguiente liberación de las hormonas del estrés (rev. en Schiltz y Sawchenko, 
2003). 
Inicialmente se asumió que solo el endotelio vascular tenía la capacidad 
de producir prostaglandinas, pero estudios recientes han identificado a los 
PVMs, como posibles fuentes celulares de prostaglandinas tras un estímulo 
inmune-inflamatorio al expresar las enzimas COX-2) y mPGES1 (Schiltz et al., 
2002). 
Como ya se ha comentado con anterioridad, los PVM son las únicas 
células residentes en cerebro con capadidad fagocítica basal. Esta carcaterística 
particular ha servido para producir su depleción selectiva tras la administración 
central de la molécula pro-apoptótica clodronato encapsulada en liposomas (Van 
Rooijen and Sanders, 1994).  
Estudios previos utilizando esta metodología han sugerido que el papel de 
los PVM en las interacciones neuro-inmunes puede variar en función ddl estímulo 
inmune aplicado. De este modo, tras la administración intravenosa de IL-1β, o 
tras la exposición a 30 minutos de estrés por inmovilización, la depleción 
selectiva de los PVM bloqueaba la activación del eje HHA del estrés (Serrats et 
al., 2017; Serrats et al., 2010). Por el contrario, la eliminación de los PVM 
potenciaba la producción de PGE2 por las células endoteliales y la subsiguiente 




activación del eje HHA del estrés y la respuesta febril en un modelo de 
administración intravenosa de LPS, sugiriéndose un papel antiinflamatorio de los 
PVM a nivel vascular en estas condiciones experimentales (Serrats et al., 2010). 
Un excelente candidato a estudiar para explicar este perfil antiinflamatorio sería 
la vía L-PGDS/15d-PGJ2/PPARγ que regula la actividad COX-2 y la síntesis de 
PGE2 en modelos experimentales relacionados, como el estrés agudo (Garcia-
Bueno et al., 2005) o la estimulación de cultivos celulares de microglia con LPS 
(Bernardo et al., 2003).  
En un intento de caracterizar el transcriptoma inflamatorio tras la 
administración de LPS de las disntintas células que forman la BHE (endotelio, 
pericitos y PVM) a través de la técnica de “cell sorting” se ha sugerido que los 
PVM activan la maquinaria para producir PGE2 en concierto con las células 
endoteliales, inhibiendo la expresión de enzimas responsables de la síntesis de 
otras prostaglandinas y regulado al alza la señalización dependiente de IL-6 
(Vasilache et al., 2014). Por el momento se desconoce si otros estímulos 
inmunes de diferente naturaleza y duración producen las mismas alteraciones 
moleculares a nivel de la BHE y en concreto en las PVM. 
Más recientemente, se ha propuesto a los PVM como una importante 
frente de estrés oxidativo y de disfunción de la vasculatura cerebral producida 
por la acumulación de niveles suprafisiológicos del péptido β-amiloide en la 
corteza cerebral de ratón (Park et al., 2017), y en modelos de hipertensión 
arterial, llegando incluso a afectar al dominio cognitivo (Faraco et al., 2016).  
Por último, han aparecido evidencias desde la arena clínica que indican la 
existencia de alteraciones en el número de PVM en el tejido cerebral postmortem 
de pacientes diagnosticados con depresión y esquizofrenia, alteraciones a las 
que tienen aún que encontrar su papel en la fisiopatología de estos transtornos 
(Torres-Platas et al., 2014; Cai et al., 2018) 
Con estos antecedentes, decidimos caracterizar el papel que los PVM 
podrían desempeñar en los mecanismos neuroinflamatorios inducidos por  la 
exposición a diferentes estímulos inmune como el estrés físico, psicológico y 
mixto, como por ejemplo el estrés crónico de mediana intensidad (CMS), un 
modelo con perfil traslacional, al haber sido ampliamente validado para el estudio 




del comportamiento depresivo inducido por estrés (Willner, 1997) y que se 


























2.2 . Hipótesis 
 
Considerando estos antecedentes nos planteamos la siguiente hipótesis: 
 
 “Los macrófagos perivasculares regulan a distintos niveles la respuesta 
neuroinflamatoria, balance oxidativo/nitrosativo inducida en modelos animales 
de exposición a estrés”. 
 
Fig.-.6. Esquema de posibles eventos regulados por los PVM. 
 
  




2.3 . Objetivos 
Los objetivos generales de esta tesis doctoral son estudiar el papel de 
los PVM en:  
1) Las alteraciones producidas a nivel molecular en la expresión de 
diferentes mediadores pro/antiinflamatorios/oxidantes en modelos animales de 
exposición a estrés agudo y crónico;  
2) La regulación o modulación del tráfico de células inmunes desde la 
periferia al SNC en modelos animales de activación inmune. La exposición al 
estrés influye en el desarrollo, la distribución y la activación de las células 
inmunitarias y estas a su vez han sido relacionadas con la fisiopatología de los 
trastornos de salud mental (Beumer et al., 2012, Hodes et al., 2015, Wohleb et 
al., 2015); 
3) Las alteraciones en el comportamiento y la cognición inducidas por la 
exposición a un modelo subcrónico de neuroinflamación inducido por LPS. 
4) En la expresión y actividad de la vía antiinflamatoria L-PGDS/15d-
PGJ2/PPARγ. 
 
Los objetivos particulares en relación con el objetivo 1 son: 
 
1. Describir el papel de los PVM en un modelo de 
neuroinflamación y estrés oxidativo/nitrosativo inducido por estrés agudo por 
inmovilización. 
2. Describir el papel de los PVM en un modelo de depresión 
inducido por la exposición a estrés crónico moderado (CMS). 
 
Los objetivos particulares en relación con el objetivo 2 son: 
 
1. Estudiar el papel de PVM en el tráfico de células inmunes y sus 
mecanismos de regulación en un modelo estrés social: “Repeat social 
defeat “ 




2. Estudiar el papel de PVM en el tráfico de células inmunes y sus 
mecanismos de regulación en un modelo subcrónico de neuroinflamación 
inducido por LPS. 
Los objetivos particulares en relación con el objetivo 4 son: 
 
3. Describir el papel de los PVM en la activación de la vía 
antiinflamatoria L-PGDS/15d-PGJ2/PPARγ en un modelo agudo de 
neuroinflamación inducido por LPS. 
4. Validar una metodología basada en la administración a nivel 
central de un Oligonucleódito antisentido silenciador de ARNm tipo Gapmer© 
encapsulados en liposomas con el fin de inhibir la expresión de genes 

















   








En este apartado se describe los protocolos utilizados en el desarrollo de 
esta tesis doctoral. 
Todos los protocolos experimentales llevados a cabo se aprobaron y 
siguieron las directrices del Comité de Bienestar Animal de la Universidad 
Complutense de Madrid según la legislación europea (2010/63 / UE) (PROEX 
419/15)  
En adjunto una copia de la “acreditación para la utilización de animales en 





























3.1 . Modelos animales 
 En el caso de los experimentos realizados en ratas tanto estrés agudo 
por inmovilización como la exposición a estrés crónico moderado, los animales 
fueron colocados en jaulas individuales una semana antes del inicio de la 
experimentación. En el caso de los experimentos realizados en ratones los 
animales fueron dispuestos de forma conjunta.  
 En todos los casos los animales fueron expuestos a condiciones 
estándares de temperatura y humedad constante (24±2 °C), ciclo de 
luz/oscuridad de 12 horas (empezando 08:00 a.m.) con acceso a comida y agua 
ad libitum, los animales estuvieron en condiciones constantes durante 7 días 
antes de los experimentos en el CAI Animalario de la Facultad de Medicina de la 
UCM.  
3.1.1 . Estrés agudo por inmovilización 
 
Para este estudio fueron utilizadas ratas Wistars Hannover (no 
consanguíneas) macho con pesos comprendidos entre 350-400 g. Los animales 
fueron alojados individualmente durante 7 días después de la administración icv, 
sobre la base de estudios previos que lograron la depleción máxima de PVM en 
este momento y antes de la repoblación de progenitores derivados de médula 
ósea (Serrats et al., 2010). El protocolo de estrés agudo comenzó el séptimo día 
después de la administración icv a las 0900 a.m. La restricción se realizó 
introduciendo a los animales de manera individual en bolsas de plástico durante 
6 h (Leza et al., 1998). Los animales control no fueron sometidos a estrés, fueron 
mínimamente manipulados hasta séptimo día después de la inyección icv. Los 
animales fueron sacrificados inmediatamente después de la restricción utilizando 
una sobredosis de pentobarbital sódico (300mg/kg, intraperitoneal (ip), 
(Dolethal©, España). Después de la decapitación, se extrajo el cerebro y se 
aislaron ambas áreas corticales que fueron inmediatamente congeladas a -80°C 
hasta los análisis posteriores.  
 
 




Justificación del modelo  
 Los modelos de estrés son ampliamente utilizados en experimentación 
animal, y son clasificados según algunos criterios como por ejemplo su 
naturaleza (puede ser físico, psicológico o mixto), la duración (agudo, subagudo, 
sincrónico y crónico), la posibilidad de fuga del estímulo, pudiendo ser escapable 
o inescapable y finalmente la posibilidad que el animal tiene de predecir cuando 
el estímulo se realizará o se repetirá (pudiendo ser predecible o impredecible). 
El estrés utilizado por inmovilización o restricción de movimientos (en inglés 
“restraint stress”) puede ser clasificado como un modelo de estrés agudo, 
inescapable, impredecible y mixto físico- psicológico.  
 Este modelo de estrés presenta un efecto más acentuado que otros 
tipos de estrés, lo que le convierte en más fácilmente interpretable que otros, 
como el estrés social, por ejemplo. El estrés por inmovilización también es 
recomendado por el Centro Nacional para el estudio del PTSD de los EEUU 
como modelo más indicado para el estudio de patologías como: PTSD, depresión 
y procesos neurodegenerativos relacionados en humanos (Telner y Singhal, 
1984; Bremner y col., 1999). La reproducibilidad relativamente fácil de este 
modelo es esencial para la realización de protocolos de estrés crónico (Poland y 
col., 1999). Finalmente, la mayoría de los estudios sobre el estrés utilizan este 
modelo, incluido los estudios antecedentes realizados en este grupo de 
investigación, con una gran cantidad de datos, utilizados para plantear e 















 Para este estudio se usaron cuatro grupos experimentales: 
animales expuestos a estrés por restricción de movimiento que reciben la 
administración icv de liposomas que contienen clodronato (CLO + STRESS) o 
su vehículo tampón fostato o PBS (PBS + STRESS) y sus respectivos grupos 
control: CLO + CONTROL y PBS + CONTROL (n = 3-5). 
 
3.1.2 . Estrés cronico leve o “chronic mild stress” (CMS) 
 
Para este estudio como en el anterior fueron utilizadas ratas Wistar-
Hannover (no consanguíneas) macho con pesos comprendidos entre los 350-
400 g. Los animales fueron alojados individualmente durante 7 días después de 
la administración icv, según estudios previos que lograron el agotamiento 
máximo de PVM en este momento y antes de la repoblación de progenitores 
derivados de médula ósea (Serrats et al., 2010). 
 El CMS se describe como un modelo crónico en el que durante 21 días 
los animales son sometidos a distintos estímulos estresantes y no consecutivos, 
con la intención de evitar la habituación. Los estímulos son realizados dos veces 
al día con un intervalo de 12 horas entre ellos. Además de los animales 
sometidos a 21 días de estrés, se ha llevado a cabo un curso temporal 
incluyendo grupos de animales sometidos a estrés durante los primeros 7 y 14 
días, respectivamente. 
 
Estímulos aplicados:  
1. Emparejamiento: consiste en colocar dos animales en la misma jaula, en 
la siguiente repetición de este estímulo el animal visitado al primer día, 
visitará en el segundo turno de este estrés.  
2. Inclinación de la jaula: Las jaulas que contienen los animales son 
inclinadas a un ángulo de 45º.  




3. Serrín con agua: se añaden 250mL de agua en el serrín de cada una de 
las jaulas.  
4. Iluminación Estroboscópica: 150 flashes /min.  
5. Luz intermitente: 2h luz/2h oscuridad durante las 12 horas  
6. Privación Agua/Comida: Retirada de los biberones y la comida.  
Fig.-.7. Ciclo de estrés administrados en el protocolo de estrés crónico “chronic mild stress”. 
 
Justificación del modelo 
 
El CMS es un estrés crónico que puede clasificarse mixto físico y 
psicológico, inescapable e impredecible. Es un modelo ampliamente aceptado 
para el estudio de la depresión desde que se utilizó por primera vez por Willner 
y sus colaboradores (Willner, 1997), pues ha demostrado validez de 
constructo,aparente y predictiva. En esta tesis es un modelo muy indicado debido 
a su representatividad como modelo de neuroinflamación inducido por estrés 
(Farooq et al., 2012).   
1. Validez de constructo consiste en la aparición de síntomas 
depresivos que aparecen tras una exposición crónica a estímulos estresantes. 
Así mismo, este modelo está relacionado con la aparición de síntomas 
depresivos en humanos. 
2.  Validez aparente puede ser demostrada a partir de 
comportamientos que tienen una disminución clara y son característicos de la 
depresión como por ejemplo el sexual, agresión (D'Aquila et al., 1994), trastornos 
del sueño, actividad motriz y anhedonia (Moreau et al., 1995; Gorka et al., 1996). 
Otro carácter aparente observado en los animales sometidos al CMS es el 




aumento de citocinas proinflamatorias (Grippo et al., 2005); daño oxidativo 
(Lucca et al., 2009), apoptosis (Kosten et al., 2008) y desregulación del eje HHA 
(Christiansen et al., 2012). 
3. Validez predictiva: Los cambios comportamentales que se dan en 
el CMS se revierten con un tratamiento con distintos tipos de antidepresivos 
(Antidepresivos tricíclicos, inhibidores selectivos de la recaptación de la 
serotonina (SSRI), inhibidores de la recaptación de Noradrenalina, inhibidores 
de la Monoamino oxidasa A (IMAO-A) o agonistas de 5-HT1A (Farooq et al., 
2012). 
Diseño experimental 
Para este estudio se usaron cuatro grupos experimentales: animales de 
estrés por CMS (21 días) que reciben la administración icv de liposomas que 
contienen clodronato (CLO + CMS 21 DIAS) o su vehículo PBS (PBS + CMS 21 
DIAS) y sus respectivos grupos control: CLO + CONTROL y PBS + CONTROL 
(n = 4-6). Se ha realizado experimentos complementarios basados en el sacrificio 
de animales a los 7 y 14 días de estrés, con el objetivo de realizar un curso 
temporal más detallado. 
 
3.1.3 . Administración subcrónica de LPS 
 
   Para este estudio se utilizaron ratones CL57/BL6 macho, con pesos 
comprendidos entre 25-30g.Todos los animales fueron mantenidos en 
condiciones constantes y estándar durante 7 días antes de los experimentos, 
ciclo de luz y oscuridad de 12 horas, con acceso a comida y agua ad libitum, en 
el CAI Animalario de la Facultad de Medicina de la UCM. De la misma manera 
que los anteriores experimentos, todos los protocolos experimentales se 
aprobaron y siguieron las directrices del Comité de Bienestar Animal de la 
Universidad Complutense de Madrid según la legislación europea (2010/63 / UE) 
(PROEX 419/15). 
 La administración de LPS fue realizada tras el 7º día de la administración 
icv de los liposomas que encapsulaban clodronato o su vehículo PBS (en el caso 




de los controles). Los animales control fueron manejados hasta el séptimo día 
después de la inyección icv. Los animales fueron sacrificados 14 horas tras la 
última administración de LPS, utilizando una dosis letal de pentobarbital sódico 
(300mg/kg, intraperitoneal (ip), (Dolethal©, España). La administración de LPS 
se realizó durante 3 días consecutivos a dosis crecientes de LPS en las 
siguientes concentraciones: 0.208/0.415/0.83 mg/kg, ip, los animales controles 
recibieron salino estéril (solución vehículo del LPS) (Wickens et al., 2017). 
 
Justificación del modelo  
 
 La administración de LPS bacteriano produce una activación del sistema 
inmune en forma dosis dependiente, incrementando las respuestas de fase 
aguda y la producción de mediadores proinflamatorios (Miller et al., 2005). La 
dministración sistémica de LPS como modelo de activación inmune ha sido 
utilizada ampliamente en la inducción tanto de inflamación periférica como 
neuroinflamación, comprobándose su capacidad para provocar la rápida 
activación de la microglía, incrementar los niveles de citocinas pr-inflamatorias, 
aumento del tráfico de células inmune en el SNC y neurodegeneración (Qin et 
al., 2007; Zhou et al., 2009; Wohleb et al., 2012). 
 El modelo de administración de 3 días con dosis progresiva fue elegido 
porque se buscaba un efecto más sostenido con respecto a la activación inmune, 
pero a la vez evitando el fenómeno de tolerancia que ha sido recientemente 
descrito con respecto a la administración del LPS (Wickens et al., 2017).  Este 
modelo es muy útil desde un punto de vista bioquímico y también debido a que 
produce un comportamiento de tipo depresivo o “sickness behaviour”  (Wickens 
et al., 2017), así como un comportamiento similar a la ansiedad. Más 
específicamente, en este modelo tienen lugar un aumento en el tráfico de células 
inmune al SNC (datos no publicados), en estudios pilotos realizados en el 
laboratorio donde se ha desarrollado parte de esta tesis doctoral (en USA).  
Diseño experimental 
 




Para este estudio se utilizarán los mismos cuatro grupos experimentales: 
como se describen en los modelos anteriores, los animales reciben la primera 
injección de LPS una semana después de haber recibido la administración icv 
de liposomas que contienen clodronato (CLO + LPS 3 DIAS) o su vehículo PBS 
(PBS + LPS 3 DIAS) y sus respectivos grupos control: CLO + CONTROL y PBS 
+ CONTROL (n =9).  
 
3.1.4 . Administración aguda de LPS 
 
Para este estudio se utilizaron ratas Wistar, pesando entre 250 y 275 g 
separadas en dos grupos: un grupo PBS+LPS (n=22) y otro grupo CLO+LPS 
(n=23). Todos los animales fueron mantenidos en condiciones constantes y 
estándar durante 7 días antes de los experimentos, ciclo de luz y oscuridad de 
12 horas, con acceso a comida y agua ad libitum.  La administración ip de 2µg/kg 
de LPS (dosis elegida en función a estudios previos (Serrats et al., 2010) fue 
realizada tras el 7º día de la administración por icv de los liposomas que 
encapsulaban clodronato en liposomas o su vehículo PBS. El sacrificio y toma 
de muestras se realizó a las 0, 1/2,1,3,5,8,12 y 24 horas tras la injección de LPS, 
utilizando una dosis letal de pentobarbital sódico (300 mg/kg, (ip). El tejido 
cerebral fue congelado a -80ºC, hasta el momento de los ensayos. El 
procesamiento del tejido fue procesado según el protocolo para la extracción de 
prostaglandinas y posterior realización de kit comercial para la detección de 
PGE2 y 15d-PGJ2 en médula ventrolateral, por ser un área fundamental en la 
regulación del eje HHA del estrés por LPS. 
Justificación del modelo: 
Como se ha visto en estudios previos, los PVM parecen regular la 
expresión del eje HHA, y otras respuestas de fase aguda dependientes de la 
PGE2 vascular tras la administración aguda de LPS y posiblemente en otros 
modelos de activación inmune de manera diferencial, (Serrats et al., 2010; 
Serrats et al., 2017). La PGE2 es producida por una vía multienzimática que es 
regulada por la producción de la 15d-PGJ2, una prostaglandina con un perfil 




antiinflamatorio en diversos modelos de patologías en SNC (Garcia-Bueno et al., 
2008a). Se optó por la realización de una curva temporal para evaluar los niveles 
de la prostaglandina PGE2 y 15d-PGJ2 y las posibles relaciones existentes entre 
ellas, así como el posible papel regulador de los PVM en este proceso. 
 
3.1.5 . Estrés social “repeat social defeat” (RSD) 
 
Se introduce un ratón agresor CD-1 en la jaula establecida conteniendo (3 
ratones C57BL / 6) durante 2 horas (17:00 a 19:00 h) diariamente durante 6 
noches consecutivas. Si el ratón intruso no atacó en los primeros 5 minutos, fue 
reemplazado por un nuevo intruso. Se usaron diferentes ratones intrusos en días 
consecutivos. Durante cada episodio de estrés, los ratones residentes fueron 
monitorizados en busca de comportamientos sumisos que incluyen agacharse, 
huida y posición decúbito supino. Al final del período de 2h, los ratones intrusos 
fueron devueltos a sus jaulas originales, y los ratones residentes permanecieron 
sin ser molestados hasta el siguiente episodio de estrés al día siguiente. El 
estado de salud de los ratones se examinó cuidadosamente durante todo el 
experimento. En caso de una lesión, los ratones fueron retirados del 
experimento. De acuerdo con nuestros estudios previos, menos del 5% de los 
ratones cumplió los criterios de eliminación temprana. Los ratones control se 
dejaron en jaulas aparte y fueron manipulados todos los días del curso del 
experimento.  
Justificación del modelo  
 
El modelo de estrés social utilizado o “Repeat social defeat” (RSD) implica 
provocar la lucha entre ratones residentes y un intruso agresivo. Además, agrega 
un componente social clave que incluye el estrés psicológico causado por la 
interrupción de la jerarquía social dentro de una jaula establecida de ratones 
residentes. En el presente estudio, realizamos RSD como ha sido descrito 
anteriormente (Avitsur et al., 2001; Wohleb et al., 2013). Además, este modelo 
ha sido validado previamente como inductor de diversos eventos relacionados 




con una respuesta inmune en sistema nervioso central, como tráfico de células 
inmunes al cerebro, activación del SNS, regulación del eje HHA y alteraciones 
comportamentales como ansiedad (Weber et al., 2017).   
 
Diseño experimental: Para este experimento se utilizaron cuatro grupos 
experimentales: clodronato en liposomas (CLO+CONTROL) o su vehículo 
(PBS+CONTROL) en condiciones de CONTROL y ambos sometidos a estrés 
social PBS+RSD y CLO+RSD una semana después de la administración icv 
(n=6). 
 
 Fig. – 8. Esquema representativo del estrés social “Repeat social defeat” (RSD).  
3.2 . Justificación de la elección de las estructuras estudiadas 
 
 La corteza frontal de rata fue utilizada en los estudios de estrés agudo 
y crónico, debido a la evidencia previa de que es un área muy susceptible a 
desarrollar un proceso neuroinflamatorio inducido por estrés y estrés oxidativo / 
nitrosativo (Garcia-Bueno et al., 2008a). Además de presentar un papel 
importante en la regulación del eje HHA en respuesta al estrés (Radley et al., 
2006). Los experimentos bioquímicos fueron realizados del lado izquierdo del 
cerebro, para intentar minimizar los posibles efectos producidos por la técnica de 
administración intracerebroventricular. 
 Por otro lado, en el experimento de citometría realizado en ratones, se 
ha utilizado todo el cerebro, una vez que se ha descrito la implicación del tráfico 
de células inmune como importante señalizador en una respuesta inmune de 




todo este órgano, frente a modelos de estrés y LPS además de su implicación 
en el “sickness behaviour”. La bioquímica necesaria para complementar este 
estudio fue realizada en un corte coronal de 1mm3 (aproximadamente e-0.34 mm 
to -1.34 mm desde bregma), abarcando áreas cerebrales implicadas en el control 
de la ansiedad, comportamiento tipo depresivo y la actividad motora como 
corteza, hipotálamo, hipocampo y estriado (Weber et al., 2017; Niraula et al., 
2018). 
 En el modelo de administración aguda de LPS, en el que se realizó un 
curso temporal tras la administración de LPS para comprobar alteraciones en los 
niveles de 15d-PGJ2 y de la prostaglandina proinflamatoria PGE2 el área cerebral 
elegida fue la médula ventrolateral, por ser una zona clave en la transducción de 
señales desde la periferia al SNC y en la activación del eje del estrés tras LPS. 
 
3.3 . Obtención de muestras, métodos y estadística. 
3.3.1 . Depleción selectiva de PVM 
 
 Los liposomas que encapsulan clodronato entran en contacto con 
macrófagos y otras células fagocíticas. El fagocito reconoce inmediatamente los 
liposomas como partículas extrañas y procede a destruir estas partículas invasoras. 
El primer paso en esta destrucción es la fagocitosis en la que los liposomas son 
engullidos por la célula hacia una vesícula interna conocida como fagosoma, como 
se muestra en la figura a continuación. Los lisosomas, que contienen muchos tipos 
de enzimas destructivas, incluidas las fosfolipasas, se fusionan con el fagosoma 
formando un fagolisosoma. La membrana lisosómica contiene bombas de protones 
que disminuirán el pH interno del fagolisosoma. El bajo pH, las fosfolipasas y otras 
interacciones macromoleculares contribuyen a comprometer la membrana 
liposómica, liberando así el clodronato encapsulado. El bajo pH interno del 
fagolisosoma puede contribuir a la capacidad del clodronato para atravesar la 
membrana del fagolisosoma hacia el citosol del macrófago. Una vez en el medio 
citosólico, el clodronato se reconoce erróneamente como pirofosfato celular y es 
utilizado por varias aminoacil-tRNA sintetasas de clase II para producir un análogo 




de ATP no hidrolizable, adenosina 5 '- (β, γ-diclorometileno) trifosfato (AppCCl 2 p) 
(Rogers et al., 1992; J. et al., 1994; C. et al., 1997). Básicamente, implica la aplicación 
citosólica de AppCCl 2 p que atraviesa la membrana externa mitocondrial y se une 
irreversiblemente a la translocasa ATP / ADP que atraviesa la membrana interna 
mitocondrial. Inhibir esta enzima inicia aperturas de poro en la membrana interna 
mitocondrial. La pérdida de la integridad de la membrana interna mitocondrial, a su 
vez, da como resultado la despolarización y permite que se liberen señales 
moleculares de la mitocondria que inician la muerte celular a través de la apoptosis 
(Lehenkari et al., 2002). 
 Para la depleción selectiva de los PVM, se administró una solución de la 
molécula pro-apoptótica clodronato (250mg/kg) encapsulado en una película de 
liposoma multilamelar,según Van Rooijen (1994) y Serrats (Serrats et al., 2010). Una 
parte de la composición de estos liposomas está constituida por manosa. Como la 
expresión del receptor de este carbohidrato (CD206) está presente en los 
macrófagos perivasculares y meníngeos, la adicción de manosa aumenta la 
especificidad y la direccionalidad de los liposomas hacia los ellos. La administración 
se realizó por vía icv, como se detalla a continuación. 
 
3.3.2 . Inhibición génica selectiva en PVM: GapmeR encapsulado en 
liposoma 
 
Uno de los objetivos planteados en esta tesis doctoral se relaciona con la 
inhibición de un gen de interés dentro de los PVM. Actualmente, la única metodología 
que permite el estudio de este tipo celular in vivo es a través de su depleción, 
mediante la encapsulación de clodronato en vesículas de componentes lipídicos. Los 
estudios realizados en este sentido permiten verificar el papel de los PVM, en los 
modelos propuestos, pero no permite elucidar el mecanismo regulador responsable 
por su efecto.  A partir de ahí, nos hemos planteado la construcción de un liposoma 
que pudiera encapsular una herramienta inhibitoria dirigida a los PVM.  
 
 




LNA™ ANTISENTIDO GapmeR:  
Teniendo en cuenta el tiempo necesario para que los liposomas liberen su 
contenido dentro de las células diana (PVM), se ha optado por buscar una 
herramienta génica que presentara un tiempo de inhibición más extendido, se ha 
optado por la utilización de los GapmeRs, comercializado por Exiquon®.  
Los GapmeRs son una nueva herramienta para la inactivación de ARNm o 
ARNlnc. A diferencia de los, ARN de interferencia (siRNA) los GapmeRs no solo 
alcanzan dianas citoplasmáticas, sino también nucleares, como ARN de cadena 
larga no codificante (ARNInc) y todos los ARN de tamaño pequeño (ARNsn). 
Además, producen menos efectos indeseados, ya que no se unen al complejo 
RISC (RNA-induced silencing complex), ni lo saturan. El diseño de los GapmeRs 
consiste en una cadena de 14-16 nt de DNA monocatenario cuyas regiones 
flanqueantes están modificadas con nucleótidos LNA™ para aumentar la 
afinidad por el ARN diana. De esta forma, al hibridarse con el ARN, se generaría 
un "hueco” en la región central de DNA-RNA que activaría la RNAsa H endógena, 
la cual degradaría el ARN diana. Sus principales ventajas son su alta estabilidad, 
debido al que todo su esqueleto es de fosforotioato, disminuyendo los efectos 
secundarios. La secuencia utilizada para la inhibición del enzima L-PGDS, 
responsable de la síntesis de la prostaglandina antiinflamatoria 15d-PGJ2 fue: 5´-
3´- FAM/TACTCTTGAATGCAT, marcada en 3’ ó 5’ con fluoresceína emitiendo 
a 488mm. 





Fig. -9 Estructura de LNA, el anillo de ribosa está conectado por un puente de metileno (naranja) 
entre los átomos 2'-O y 4'-c, lo que "bloquea el anillo de ribosa en la conformación ideal para la 
unión de Watson-Crick". Cuando se incorpora a un ADN o ARN, el oligonucleótido LNA hace que 
el emparejamiento con una cadena de nucleótidos complementaria sea más rápido y aumenta la 




Fig. – 9. Mecanismo de acción de LNA™ ANTISENTIDO GapmeR. 
 
Liposoma:  
Los liposomas construidos constituyen nanovehículos para la liberación de 
oligonucleótidos antisentido, en particular de GapmeRs, direcionados a PVM y 
permiten así llevar a cabo el silenciamiento selectivo de genes de estos 
macrófagos. 
 
3.3.3 . Hibridación “in situ” (ISH) 
 
Para la vallidación directa de la inhibición de ARNm en el experimento 
GapmeR, se ha optado por la utilización de la técnica de hibridación “in situ” 
(ISH). Para ello, los animales (ratas Wistar) fueron sacrificados con una 




sobredosis de pentobarbital. Inmediatamente después el cerebro fue extraído, 
congelado en hielo seco y almacenado a -80oC. Secciones coronales de tejido 
cerebral de 14 μm de espesor fueron cortadas y colocadas en portaobjetos 
tratados con 3-aminopropil-trietoxisilano y preservadas a - 40oC. Las sondas de 
oligonucleótidos contra los ARNm de interés fueron marcadas en el extremo 3’ 
con 33P-dATP mediante una enzima deoxinucleotidil transferasa terminal. Para 
el procedimiento de la ISH, los tejidos fueron fijados con paraformaldehido (PFA) 
al 4% y tratados con la proteasa pronasa para facilitar la accesibilidad de la 
sonda al ARNm de interés. A continuación, los tejidos fueron cubiertos con el 
tampón de hibridación que contiene aproximadamente 1.5 nM de la sonda de 
oligonucleótido radioactiva y fueron incubados en cajas humedecidas a 42oC 
durante 24 h. Después, las secciones hibridadas fueron lavadas y expuestas a 
una película fotográfica durante 1-4 semanas. A continuación, los 
autoradiogramas fueron analizados y la densidad óptica relativa (ROD; relative 
optical density) en el área cerebral de interés fue obtenida utilizando un 
analizador de imágenes asistido por ordenador (MCID). El fondo y las 
inespecificidades fueron sustraidas. Las RODs se evaluaron en dos o tres 
secciones adyacentes por duplicado para cada rata y se promediaron para 
obtener los valores individuales. El analizador se usó también para la obtención 
de las imágenes en un pseudocolor proporcional a las RODs. Las imágenes en 
blanco y negro fueron tomadas en un microscopio Leica Wild 420 equipado con 
una cámara Nikon DXM1200F conectada al programa ACT-1. En las imágenes 
obtenidas se aprecian diferencias en el marcado de la sonda, en el grupo 
CONTROL y ausencia de este marcaje en el grupo GapmeR.  
 
3.3.4 . Inyección intracerebroventricular (ICV) 
 
Experimentos realizados en ratas Wistar 
 




 Para la realización de las inyecciones icv se utilizaron como referencia 
las coordenadas estereotáxicas previamente descritas (Galea et al., 2005) y 
referentes al ventrículo lateral derecho.  
 Los animales fueron anestesiados con una inyección intraperitoneal de 
ketamina y xilacina (2,5: 1, mg / kg, s.c.) y se emplazaron en el marco 
estereotáxico. Los liposomas que contienen clodronato o  su vehículo de 
solución salina tamponada con fosfato (PBS) se infundieron lentamente en un 
volumen de 25 μL (volumen adaptado del protocolo utilizado por (Serrats et al., 
2010) durante 10 minutos usando una jeringa Hamilton (Bonaduz, AG 
Switzerland®) y una aguja 26 GA a través de un inyector estereotáxico 
motorizado (Stoelting 53311®) en el ventrículo lateral derecho. 
 
Experimentos realizados en ratones CL57/BL6  
 
 Para la realización de las inyecciones icv, se utilizaron las coordenadas 
estereotáxicas en ventrículo lateral derecho, según se ha descrito previamente 
(Galea et al., 2005). Los animales fueron anestesiados con isofluorano.  
 Los liposomas que contenían clodronato o solución salina tamponada 
con fosfato (PBS) se infundieron lentamente en un volumen de 10 μL (volumen 
adaptado del protocolo utilizado por (Galea et al., 2005), durante 12,5 minutos 
usando una jeringa Hamilton (Bonaduz, AG Switzerland®) y una aguja 30 GA 
a través de un inyector estereotáxico motorizado (Stoelting 53311®) en el 
ventrículo lateral derecho. 
 
3.3.5 . Extracción y preparación de extratos a partir de muestras y 
tejidos.  
 
Las muestras de corteza frontal se homogeneizaron por sonicación en 
PBS mezclado con un cóctel de inhibidor de proteasa (Complete®, Roche 
Farma) (pH = 7), seguido de centrifugación a 12000 g durante 10 min a 4ºC. Para 




el estudio de las fracciones de proteínas nucleares o citosólicas, se llevó a cabo 
un procedimiento modificado basado en el método de Schreiber et al. (1989). 
Los tejidos se homogeneizaron con 250 μL de tampón (composición, en mM; 
HEPES, 10; EDTA, 1; EGTA, 1; KCl, 10; DTT, 1; fenilmetilsulfonil fluoruro, 0,5; 
NaF, 5; NaVO4, 1; sacarosa, 0.5 y Na2MoO4, 10, con aprotinina, 0.1 μg / L, 
leupeptina, 1 μg / L y Nα-p-tosil-L-lisina-clorometilcetona, 1 μg / mL, pH 7.9). 
Después de 15 minutos, se añadió Nonipet P-40 (Roche®, Mannheim, Alemania) 
a una concentración final de 0,5%. Los tubos se agitaron suavemente durante 
15s, y los sedimentos resultantes se recogieron mediante centrifugación a 8000g 
durante 5 minutos. Los sobrenadantes se tomaron como una fracción citosólica 
y se usaron para la determinación de los niveles de proteína. El pellet se 
resuspendió en 70µL de tampón suplementado con 20% de glicerol y 0,4 mol/l 
de KCl, y se agitaron suavemente durante 30 minutos a 4ºC. Los extractos de 
proteína nuclear se obtuvieron por centrifugación a 13000 g durante 5 min, y el 
sobrenadante se almaceno a -80°C hasta la realización de los experimentos. 
Todos los pasos del fraccionamiento se llevaron a cabo a 4°C. 
 
3.3.6 . Cuantificación de proteínas y análisis por western blot (WB) 
 
 Después de ajustar los niveles de proteína en los sobrenadantes 
mediante el protocolo de Bradford (Bradford, 1976), se mezclaron los 
homogeneizados de las muestras con Laemmli (Bio Rad, CA, EE. UU.) y β-
mercaptoetanol, se cargaron 15μl (1μg/μl) en un gel de electroforesis. 
 Las membranas se bloquearon en solución salina tamponada con Tris 
10mM que contenía Tween-20 al 0,1% y albúmina sérica bovina al 5% (BSA) y 
se incubaron con anticuerpos primarios específicos a 4ºC: IκBα, HMGB-1, 
HSP60, p65, COX-1, Nrf2 (dilución 1 : 1000 en BSA al 1% en TBS-Tween, Santa 
Cruz Biotechnology, CA, EE. UU.); iNOS, COX-2 (dilución 1: 500 en BSA al 2,5% 
en TBS-Tween, Santa Cruz Biotechnology, CA, EE. UU.); IL-1R, IL-6R, TNFR1, 
TNFR2, CD14 (dilución 1: 1000 en BSA al 1% en TBS-Tween, Abcam©, 
Cambridge, Reino Unido); TLR-4, Myd88 (dilución 1: 750 en BSA al 2,5% en 




TBS-Tween, Santa Cruz Biotechnology, CA, EE. UU.); 4-HNE (dilución 1: 1000 
en BSA al 1% en TBS-tween, R & D Systems©, MN, EE. UU.), SOCS3 (dilución 
1: 1000 en BSA al 1% en TBS-tween, Cell Signaling, Danvers, MA); p-STAT-3 
(dilución 1: 1000 en BSA al 1% en TBS-tween, Cell Signaling, Danvers, MA). 
Después de lavar con TBS Tween 20, las membranas fueron con los respectivos 
anticuerpos secundarios durante 90 minutos a temperatura ambiente. Se 
tomaron imágenes de las transferencias usando un sistema Odyssey Fc (Li-COR 
Biosciences©), cuantificadas por densitometría (software NIH ImageJ©) y 
expresadas en unidades arbitrarias de densidad óptica. β-actina (dilución 1: 
10000 en TBS-Tween, Sigma, Madrid, España) y GAPDH (dilución 1: 15000 en 
BSA al 1% en TBS-tween, SIGMA, Madrid, España) o GAPDH(dilución 1: 1000 
en 1 % BSA en TBS-Tween, Santa Cruz Biotechnology, CA, EE. UU.) se usaron 
como control de carga. 
 
3.3.7 . Reacción en cadena de la polimerasa (RT-PCR) 
 
 El ARN total se extrajo a partir de muestras de corteza frontal usando el 
reactivo TRIZOL® (Invitrogen ©, Life Technologies, Carlsbag, CA, EE. UU) 
(Siguiendo la hoja de datos TRIZOL®); las alícuotas se convirtieron en ADN 
complementario usando primers hexámeros aleatorios. Los cambios 
semicuantitativos en los niveles de ARN mensajero (ARNm) se estimaron 
mediante PCR semicuantitativa.  
 Los cambios semicuantitativos en los niveles de ARNm se estimaron 
utilizando las siguientes condiciones cíclicas: 35-40 ciclos de desnaturalización 
a 95ºC durante 10 segundos, hibridación entre 58 y 66ºC durante 15 segundos 
y extensión a 72ºC durante 20-50 segundos, dependiendo de la específicidad del 
conjunto de primers. Las reacciones se llevaron a cabo en presencia de SYBR 
green presente en el mix comercial (Biotools), Llevadas a cabo en un Rotor-Gene 
(Corbett Research, Mortlake, NSW, Australia). Las secuencias de los primers 
usadas para la PCR para ratón fueron:  
 
















Secuencia de los primers usadas para PCR para rata fueron:  
Las concentraciones relativas de ARNm se calcularon a partir del punto de despegue 
de las reacciones utilizando el software incluido, y los niveles de ARNm de tubulina 
o GAPDH se utilizaron para para normalizar los datos.  
 
3.3.8 . Niveles de corticosterona plasmática 
 
Los niveles de corticosterona plamática fueron medidos a través de ELISA por 
un kit comercial de ENZO Life Sciences©, La lectura óptica através de absorbancia 
fue medida a través de un lector de placa Synergy 2 (BioTek©). Los datos se 
analizaron posteriormente con su software incorporado Gen5 Data Analysis 
Software. Los niveles de detección comprenden un rango entre 32pg/ml y 














3.3.9 . Niveles de prostaglandinas 
 
Niveles de 15d-PGJ2:  
Se utilizó un kit comercial (15d-PGJ2 EIA Kit, Assay Designs) (Forman et 
al., 1995) basado en el método inmuno-enzimático de adsorción (EIA) La 
concentración de 15d-PGJ2 presente en las muestras aisladas en las columnas 
se determinó por espectrofotometría en Synergy 2 (BioTek©) a 450nm, con 
corrección a 570nm y 590nm, según el protocolo del kit. Rango de sensibilidad 
del ensayo es de 36pg/mL. 
Niveles de PGE2:  
La determinación de los niveles de PGE2, (principal metabolito resultante 
de la acción de las ciclooxigenasas), fue realizada mediante un ensayo 
inmunoenzimático EIA), se utilizó un kit comercial (PGE2 enzyme immunoassay, 
Amersham) (Bishai & Coceani, 1992). La concentración de PGE2 se determinó 
por espectrofotometría en Synergy 2 (BioTek©) a 405nm, según las indicaciones 
















3.3.10 . Inmunofluorescencia 
 
 Con el fin de validar el modelo de depleción de los PVM, y comprobar 
que no hay depleción de otros tipos celulares con capacidad fagocítica en 
determinadas condiciones como la microglia, se han realizado experimentos de 
inmunufluorescencia.  
  Los cerebros fueron perfundidos con solución salina y paraformaldehido 
(PFA) al 4%, cortados histológicamente a 30µm, embebidos en líquido 
anticongelante a -40ºC, hasta su posterior utilización. En un primer momento los 
cortes recibieron tres lavados con KPBS 0,02M (pH= 7,4), por 5 minutos a RT. 
Para eliminar la autofluorescencia fueron incubados con glicina 10mM, durante 
20 minutos a RT, recibieron otros tres lavados de KPBS e inmediatamente fueron 
bloqueados con BSA 10%, disuelta en KPBS con tritón 0,1%, por 30 minutos. 
Los cortes fueron incubados con los correspondientes anticuerpos primarios 
“over night” (O.N.), diluidos en la solución de bloqueo, tras 3 lavados de KPBS 
recibieron los correspondientes anticuerpos secundarios durante una hora a RT. 
Finalmente recibieron tres lavados con KPBS, y un último lavado con agua 
desionizada, durante 5 minutos. Después de secarlos, los cortes recibieron 
medios de montaje Fluoroshield® (Sigma Aldrich). Conteniendo 4 ', 6-diamidino-
2-fenilindol diclorhidrato (DAPI). Las secciones se cubren con cubreobjetos y se 
congelan a -20°C o se visualizan inmediatamente en un microscopio de epi-
fluorescencia TI-FL Epi-fl Illuminator® de alto rendimiento Nikon Eclipse Ti Series. 
Se obtuvieron imágenes confocales en el microscopio confocal Olympus 
FV1200. Las imágenes se procesaron para ajustar el brillo, el contraste y fusionar 
imágenes en el paquete de procesamiento "Fiji". Anticuerpos primarios: 
CD163(sc 58965) 1:1000, IBA1(ab5076) 1:500. Anticuerpos secundarios: 
AlexaFluor®488 IgG Goat Donkey Life Technologies (A11055) 1:1000, 








3.3.11 . Determinación de citocinas en tejido cerebral.  
 
Los niveles de citocinas en muestras de la corteza frontal se determinaron 
usando ensayos inmunoabsorbentes ligados a enzimas comerciales 
(RayBiotech®) siguiendo las directrices del fabricante. La cuantificación se 
realizó usando una curva estándar de aumento de las concentraciones de 
citocinas. La densidad óptica se midió usando un lector de microplacas (Synergy 
2; BioTek Instruments) ajustado a 450 nm.IL-1β (Cat. ELR-IL1b-CL, dilución 1: 
3), TNF-α, (Cat. ELR-TNFa-CL, dilución 1: 3), e IL-6 (Cat. ELR-IL6-CL, sin 
dilución). 
 
3.3.12 . Citometría de flujo 
 
 Para la identificación de las células procedentes del tráfico de células 
inmunes por citometría de flujo en ratones (C57/BL6) tanto en tejido cerebral 
como en sangre, se adaptó un protocolo descrito previamente  por (McKim et al., 
2017).  
 Cerebro: Los cerebros fueron previamente perfundidos con una solución 
de PBS (pH 7,4) fría. Posteriormente se homogeneizaron en PBS, pH 7,4. Los 
homogeneizados resultantes se centrifugaron a 900g durante 6 minutos. Los 
sobrenadantes se eliminaron y los sedimentos celulares se volvieron a 
suspender en Percoll isotónico al 35% (GE-Healthcare). Se centrifugó a 2000g 
durante 20 minutos. Estudios previos han demostrado que las células aisladas 
por gradiente de densidad de Percoll producen una viabilidad de alrededor de 
90% para células CD11b+(células de origen mieloide) (Wohleb et al., 2011; 
Wohleb et al., 2013). Las células fueran incubadas con los anticuerpos por 15 
minutos en RT, luego lavadas con una solución de PBS conteniendo 0,2% de 
BSA y 0,09% de azida de sodio, posteriormente fijadas a PFA 1%, durante 15 
minutos a 4ºC en oscuridad, lavadas y resuspendidas en la misma solución 
conteniendo BSA y azida de sodio, fueron mantenidas a 4ºC, hasta el momento 
del ensayo en el citómetro de flujo (Beckman Coulter Galious). 




  Sangre: La sangre utilizada para el estudio de citometría fue extraída 
por punción cardiaca, para prevenir la coagulación y agregación celular se utilizó 
EDTA 0,342M. La sangre fue fijada en transfix® y mantenidas a 4ºC, (100µl/ml) 
para preservar la integridad celular hasta el momento del ensayo. Los 
anticuerpos conjugados utilizados tanto para tejido como para sangre, fueron 
diluidos en PBS 1x (pH 7,4) (dilución utilizada 1:50): LY6G -APC-CY7 BioLegend, 
Cat 127624, LY6C PE-Cy7    BioLegend Cat 128018, CD11b- APC 
(eBioscience 17-0112-82), CD206-PE (eBioscience 12-0452-82), CD3-FITC 
(eBioscience 11-0032-82), CD45-PerCP-Cy5.5 (eBioscience 45-0451-82). Para 
el bloqueo de las uniones inespecíficas fueron utilizados Fc Block Rat Anti-
Mouse CD16/CD32 (BioLegend Cat 553141) contenido en el mismo mix de los 
anticuerpos. Para la compensación de las fluorescencias conjugadas a los 
anticuerpos fue utilizada la metodología “UltraComp Beads” (ThermoFisher 
Cat 01-2222-42).  
 
3.3.13 . Test comportamental 
 
“Open field” o campo abierto (ansiedad y locomoción) 
 El “Open field” como test de comportamiento fue utilizado para evaluar 
un comportamiento similar al de la ansiedad, así como la actividad locomotora. 
Este test presenta alto grado de validez para demostrar ambos parámetros. 
(Seibenhener & Wooten, 2015). Para la prueba del campo abierto, los ratones 
fueron colocados en la lateral de una arena, midiendo (45cmx 45cm) y su 
actividad fue grabada durante 5 minutos.  
 Los ratones con comportamiento similar a la ansiedad gastan menos 
tiempo en la zona central de la caja (zona del centro delimitada de 36 cm x 36 
cm) y/o de igual manera, mayor tiempo en las esquinas (con una zona delimitada 
de 9cm x 9 cm), además de entrar al centro del campo abierto más lentamente. 
La actividad locomotora se mide a partir de la distancia recorrida por el animal, 
que suele ser reducida. El comportamiento fue analizado utilizando el programa 
ANY-Maze Behavioural tracking software®. 






Fig.12- Figura representativa de zonas demarcadas en el test “open field” 
 
“Social interaction” o interacción social (“sickness behaviour”) 
Para evaluar el “sickness behaviour” se ha realizado el test “Social 
interaction”, utilizando una arena con dimensiones 45cm x 45cm, donde al fondo 
de manera centralizada se coloca una caja de metacrilato perforada conteniendo 
un individuo joven (aproximadamente 3 semanas) de la misma de especie y se 
establece una zona de contacto de alrededor de la caja de 6,5 cm. La actividad 
del animal estudiado es grabada durante 5 minutos, y el tiempo de interacción 
entre los dos individuos es considerada para la evaluación de un comportamiento 
de tipo depresivo. De la misma manera que en el test anterior, el tiempo 
transcurrido en las esquinas también es un parámetro a considerar (Corona et 
al., 2010). El comportamiento fue analizado utilizando el programa ANY-Maze 











Fig.13- Figura representativa de las zonas demarcadas marcada en el test de interacción social. 
 
3.3.14 . Análisis estadísticos 
 
 Los datos se expresan como media ± EEM (error estándar de la media). 
Para comparaciones múltiples, se utilizó un ANOVA de dos vías y se aplicó la prueba 
post hoc de Tukey en caso de interacción significativa, considerando como el primer 
factor la presencia o ausencia de estrés o LPS, y como segundo, la presencia o 
ausencia de clodronato icv. Un valor de p <0.05 se definió como estadísticamente 
significativo. 
 También se realizó ANOVA de una vía para el estudio de los cursos 
temporales de prostaglandinas tras la adminstración aguda de LPS. En el caso de 
haber diferencias entre los grupos, se realizó un post hoc Tukey. Un valor de p <0.05 











4 . RESULTADOS 
 
  





4.1 . Validación de la depleción selectiva y efectos sobre la 
microglía 
 
Depleción selectiva PVM:  
La depleción de los macrófagos perivasculares a través de la encapsulación 
de clodronato en liposomas y su administración icv es un protocolo 
estandarizado y de utilización extendida en los trabajos previos realizados que 
investigan el origen, naturaleza y función de estas células (Faraco et al., 2017). 
La validación de este modelo en el laboratorio en el que se ha desarrollado esta 
Tesis Doctoral puede ser observada en las siguientes imágenes obtenidas con 
el microscopio confocal (Fig.14), en las que se recoge la inmunotinción del 
marcador celular para PVM CD163 en cortes cerebrales de los distintos grupos 
de animales.  
 Se puede apreciar la ausencia de macrófagos perivasculares y meníngeos 
en ratas tratadas con clodronato icv en liposomas en condiciones control. 
Inmunofluorescencia del marcador celular CD163 (rojo) en las meninges 
(Fig.14A, C) y la vasculatura parenquimal (Fig.14B, D). En todos los casos, 
tinción con DAPI azul en el núcleo. Las flechas indican la detección de 
macrófagos meníngeos (Fig.14A) y perivasculares (Fig.14B) en animales control 












Fig.14. Inmunofluorescencia del marcador celular CD163 (rojo) en las meninges (A, C) y la 
vasculatura parenquimal (B, D). Tinción con DAPI azul en el núcleo. Las flechas indican la 
detección de macrófagos meníngeos (A) y perivasculares (B).  
 
Efecto sobre la microglía:  
  En este estudio y en estudios previos de otros autores no se han detectado 
alteraciones muy evidentes en el número de células microgliales que expresan 
su típico marcador iba1 después de la administración de CLO (Polfliet et al., 
2001; Faraco et al., 2017; Pedragosa et al., 2018). Un aspecto que contribuye a 
la selectividad en la depleción de los macrófagos perivasculares con respecto a 
la microglia además de la presencia de manosa en su composición, está 





Estos liposomas poseen un diámetro de 3 µm3, lo que provoca que solo una 
célula con capacidad fagocítica constitutiva como los PVMs sea capaz de 
fagocitar dichas vesículas (Galea et al., 2005). En nuestras condidiones 
experimentales hemos podido observar la falta de alteraciones evidentes en el 
número de células microgliales después de la administración central de 
clodronato, a través de inmunofluorescencia del marcador microglial iba1 (verde) 
en ratas tratadas con la administración central de clodronato en liposomas (CLO) 
o su vehículo (PBS) en CONTROL (Fig. 15A, C) y condiciones de estrés agudo 
inmovilización (ESTRÉS 6 H) (Fig. 15B, D).  
 
Fig. 15-  Inmunofluorescencia del marcador microglial iba1 (verde) en ratas tratadas con la 
administración central de clodronato en liposomas (CLO) o su vehículo (PBS) en condiciones 








4.2 . Estrés agudo por inmovilización  
 
4.2.1 . Niveles de corticosterona en plasma tras la exposición al estrés 
por inmovilización durante 6 horas. 
 
Los niveles de corticosterona son habitualmente utilizados como marcador 
de activación del eje HHA del estrés. Se ha evaluado sus niveles tras 6 horas de 
estrés agudo por inmovilización. Se ha podido observar una tendencia al 
aumento de los niveles del grupo ESTRÉS 6 H, con respecto al grupo control, 




4.2.2 . Efectos de la depleción de PVM en la expresión de citocinas 
proinflamatorias clásicas y sus receptores en condiciones de 
estrés agudo por inmovilización. 
Fig.16.  Niveles de corticosterona plasmática E ratas tratadas con clodronato encapsulado en 
liposomas (CLO) o su vehículo (PBS) en CONTROL y condiciones de estrés agudo por







Una de los primeros eventos de la neuroinflamación inducida por el estrés 
agudo es la activación de citocinas proinflamatorias, como por ejemplo TNF-α, 
IL-1β e IL-6 (Garcia-Bueno et al., 2008a). En nuestras condiciones 
experimentales, los niveles de IL-1β e IL-6 aparecieron sin diferencias 
significativas entre los distintos grupos (según ANOVA de dos vías (Figuras 17A-
B). Sin embargo, en el caso de TNFα se encontró un efecto principal para el 
tratamiento con CLO (Fig. 17C y Tabla 1). Los niveles de TNFα aparecieron 
disminuidos en animales sin PVM tanto en condiciones control como tras estrés 
agudo (Fig. 17C). 
Fig.17- Niveles de citocinas proinflamatorias de IL-1β (A), IL-6 (B) y TNFα (C). Análisis realizado 
a través de ELISA en muestras de corteza frontal de ratas tratadas con clodronato encapsulado 
en liposomas (CLO) o su vehículo (PBS) en CONTROL y condiciones de estrés agudo por 
inmovilización (ESTRÉS 6H), Los datos representan la media muestra +EEM de 3-5 animales 
por grupo ; Ψ p <0,05 efecto del tratamiento CLO en análisis ANOVA de dos vías. 
 
Se observó un efecto principal del estrés para el receptor de IL-1β, IL-1R, 
en sus niveles de proteína (Figura 18A y Tabla 1). En el caso del receptor de IL-
6, IL-6R, se observó un efecto del tratamiento con CLO y una interacción entre 
factores (estrés x tratamiento con CLO) (Fig. 18B y Tabla 1). Post-tests 
complementarios de comparaciones múltiples para la expresión de la proteína 
IL-6R mostraron que el grupo CLO + ESTRÉS 6H presentó niveles aumentados 







Tabla 1). Para los receptores de TNFα, se observó una interacción (estrés x 
tratamiento CLO) para los niveles de proteína de TNFR1 y efectos principales 
para el estrés, tratamiento CLO e interacción en el caso de la proteína TNFR2 
(Figs. 18C, D y Tabla 1). El análisis post-test de comparaciones múltiples mostró 
que los niveles de proteína TNFR2 fueron significativamente más bajos en el 
grupo PBS + CONTROL en comparación con el resto de grupos de animales, sin 
diferencias entre ellos (Fig. 18D y tabla 1). 
Fig.18 - Niveles de expresión proteica de los receptores IL-1R(A), IL-6R(B), TNFR1 (C) y TNFR2 
(D) en corteza frontal de ratas tratadas con la administración de clodronato en liposomas (CLO) 
o su vehículo (PBS) en condiciones de CONTROL y estrés agudo por inmovilización (ESTRÉS 
6H), los datos densitométricos de las respectivas bandas de interés están normalizados con 
respecto a la β-actina (banda inferior). Se recortaron las imágenes del Western Blot (líneas 
negras) para mejorar la claridad y la concisión de la presentación. Los datos representan la media 
muestral + EEM de 3-5 animales por grupo. & p <0.05, &&& p <0.001 efecto del estrés en el 
análisis ANOVA de dos vías entre grupos; Ψ p <0.05 efecto principal del tratamiento CLO en 
análisis ANOVA de dos vías entre grupos; En caso de interacción, post test de Tukey:  * p <0.05 
Vs grupo PBS + CONTROL; ** p <0.01 Vs grupo PBS + CONTROL; $ p <0.05 Vs grupo CLO + 






4.2.3 . Efectos de la depleción de PVM en la expresión de mediadores 
pro-inflamatorios de la vía de señalización JAK/STAT. 
Para seguir estudiando la señalización de citocinas proinflamatorias, se 
exploró el estado de los elementos de la vía JAK / STAT, clásicamente implicada 
en respuestas agudas a estímulos inflamatorios relacionados con la producción 
de citocinas a nivel vascular (Rivest et al., 2000). En el análisis de la expresión 
proteica de pSTAT-3 a nivel nuclear se encontró un efecto principal para el 
tratamiento con CLO y una interacción entre los factores (Fig. 19A y Tabla 1). El 
análisis complementario de comparaciones múltiples mostró que la exposición a 
estrés agudo aumentó pSTAT-3 en el grupo de animales con macrófagos 
perivasculares intactos, pero no en los animales sin PVM. Además, los animales 
CLO+CONTROL presentaron los niveles más altos de pSTAT-3 en comparación 
con el resto de los grupos. En el caso de la proteína inhibidora de esta vía, 
SOCS3, el ANOVA de dos vías también encontró un efecto principal para el 
tratamiento con CLO e interacción (Fig. 19B y Tabla 1). La expresión de SOCS3 
fue menor en el grupo CLO + ESTRÉS 6H comparado con los animales PBS + 
ESTRÉS 6H. 
 
Fig.19- Niveles de expresión proteica a través WB de los elementos de la vía de señalización 
JAK/STAT, pSTAT-3 (A) y SOCS3 (B) en muestras de corteza frontal de ratas tratadas con la 
administración de clodronato en liposomas (CLO) o su vehículo (PBS) en condiciones de 
CONTROL y tras estrés agudo por inmovilización (ESTRÉS 6H). Los datos densitométricos de 
las respectivas bandas de interés están normalizados con respecto a la β-actina (banda inferior) 
y GAPDH en el caso de núcleo Se recortaron las imágenes del Western Blot (líneas negras) para 
mejorar la claridad y la concisión de la presentación. Los datos representan la media muestral + 





ANOVA de dos vías entre grupos; En caso de interacción, post test de Tukey:  #p <0,05 Vs grupo 
PBS + ESTRÉS 6H. 
 
 
4.2.4 . Efectos de la depleción de los PVM sobre la vía de señalización 
del receptor de inmunidad innata Toll-Like 4 (TLR-4) en 
condiciones de estrés agudo por inmovilización. 
La activación de la vía de señalización de TLR-4 después de la exposición 
aguda al estrés por inmovilización (Garate et al., 2013) se ha relacionado con la 
secreción de diferentes mediadores inflamatorios. Por lo tanto, exploramos a 
distintos niveles si la depleción selectiva de PVM podría estar relacionada con 
los cambios en esta importante vía de señalización proinflamatoria. 
 En primer lugar, estudiamos los niveles de proteína de TLR-4, del receptor 
para la diferenciación del clúster dímero LPS/proteína de unión (LBP) 14 (CD14), 
del co-receptor factor de diferenciación mieloide-2 (MD-2) y de la proteína 
adaptadora de diferenciación mieloide respuesta primaria 88 (MyD88). El 
ANOVA de dos vías de la expresión proteica de TLR-4 encontró un efecto 
principal del estrés (figura 20A y Tabla 1). En el caso de CD14, se encontraron 
efectos del estrés y del tratamiento con CLO (Fig. 20B y Tabla 1). Para MD-2 se 
detectó un efecto del tratamiento con CLO (Fig. 20C y Tabla 1) y finalmente, se 
observó efecto del tratamiento con CLO e interacción con respecto a los niveles 
proteicos de MyD88 (Fig. 20D y Tabla 1). El análisis adicional de esta interacción 
mostró que los niveles de proteína MyD88 se incrementaron en el grupo 
ESTRÉS 6H + PBS en comparación con los grupos PBS + CONTROL y CLO + 
ESTRÉS (Fig. 20D). 
 TLR-4 también puede ser estimulado por la acción de patrones 
moleculares endógenos asociados a daño (DAMP), tales como la proteína del 
grupo de alta movilidad 1 (HMGB-1) y la proteína de choque térmico 60 (HSP60). 
El ANOVA de dos vías aplicado para el estudio de los niveles de proteína de 
ambos mediadores mostró un efecto para el tratamiento con CLO solo para 
HMGB-1. Los niveles de HMGB-1 aparecieron disminuidos en animales sin PVM 











Fig.20- Niveles de expresión proteica de TLR-4 (A), CD14 (B), MD-2 (C), MyD88 (D), HMGB-1
(E) y HSP60 (F) en la corteza frontal de ratas tratadas con la administración de clodronato en
liposomas (CLO) o su vehículo (PBS) en condiciones de Control (CONTROL) y estrés agudo por
inmovilización (STRESS). Los datos densitométricos de las respectivas bandas de interés están
normalizados con respecto a la β-actina (banda inferior). Se recortaron las imágenes del Western
Blot (líneas negras) para mejorar la claridad y la concisión de la presentación. Los datos
representan la media muestral + EEM de 3-5 animales por grupo. && p <0.01, &&& p <0.001
efecto principal del estrés en el análisis ANOVA de dos vías entre grupos; Ψ p <0.05, ΨΨ p <0.01
efecto principal del tratamiento CLO en análisis ANOVA de dos vías entre grupos; En caso de





4.2.5 . Efectos de la depleción de PVM en la vía de señalización del 
factor Nuclear κappa B (NF-κB) en condiciones de estrés agudo 
por inmovilización. 
 
Teniendo en cuenta los resultados obtenidos hasta ahora, se evaluó si las 
posibles alteraciones en la vía pr-inflamatoria dependiente de TLR-4 / Myd88 
también estaban presentes a nivel de NF-κB. Por lo tanto, analizamos la 
expresión de ARNm y proteína de la subunidad p65 de NF-κB, su proteína 
inhibidora IκBα y las enzimas proinflamatorias dependientes de NF-κB, 
ciclooxigenasa 2 (COX-2) y la NO sintasa inducible (iNOS) y finalmente, los 
niveles de prostaglandinas pro y antiinflamatorias derivadas de la actividad 
conjunta de las enzimas ciclooxigenasas y de las respectivas enzimas 
prostaglandina sintasas específicas de tejido. 
 El ANOVA de dos vías mostró un efecto principal del tratamiento con CLO 
en los niveles de proteína de NF-κB, IκBα y COX-2, respectivamente (figuras 
21A, B, C y Tabla 1). Se encontró un efecto principal del estrés para el ARNm de 
IκBα y la proteína de iNOS (figuras 21D, F y Tabla 1). Finalmente, se pudo 
observar una interacción entre factores para los niveles de ARNm de COX-2 
(figura 21E y Tabla 1). El análisis complementario de comparaciones múltiples 
para esta interacción mostró que los niveles de ARNm de COX-2 fueron 
significativamente más bajos en el grupo CLO+ESTRÉS 6H en comparación con 
los grupos CLO+CONTROL y PBS+ESTRÉS 6H, respectivamente (Fig. 21E y 
Tabla 1). 
Como describen algunos estudios, los PVM son los principales 
reguladores de la producción de la prostaglandina proinflamatoria PGE2 (Faraco 
et al., 2017) y, en consecuencia, también estudiamos la expresión de las otras 
enzimas implicadas en su síntesis, ciclooxigenasa 1 (COX-1) y Prostaglandina 
E2 sintasa-1 microsomal (m-PGES-1) en nuestros grupos experimentales. El 
ANOVA de dos vías no encontró cambios en la expresión de mPGES-1 entre 
todos los grupos analizados, sin embargo, se encontraron efectos principales del 
estrés y el tratamiento con CLO para los niveles de proteína COX-1 (Figuras 





del estrés en los niveles de la prostaglandina antiinflamatoria 15d-PGJ2 en 
corteza (Fig. 21I y Tabla 1) y no se encontraron cambios significativos en los 








Fig.21-  Expresión proteica de la subunidad p65 de NF-κB en extractos nucleares (A), IκBα en 
extractos citosólicos (B), COX-2 (C), iNOS (F) y COX-1 (H) en la corteza pre frontal de ratas 
tratadas con la administración de clodronato en liposomas (CLO) o su vehículo (PBS) en 
condiciones de CONTROL y estrés agudo de restricción (ESTRÉS 6H), Expresión de ARNm de 
IκBα (D), COX-2 (E) y mPGES-1 (G) en la corteza frontal de ratas tratadas con la administración 
de clodronato en liposomas (CLO) o su vehículo (PBS) en CONTROL y condiciones de estrés 
agudo por inmovilización (ESTRÉS 6H). Análisis realizado a través de WB, los datos 
densitométricos de las respectivas bandas de interés están normalizados con respecto a la β-
actina, excepto por la subunidad (A) de p65 de NF-κB en la que se utilizó la proteína nuclear 
GAPDH1 (banda inferior). Niveles de 15d-PGJ2 (I) y de PGE2 (J) en corteza frontal en los 
diferentes grupos estudiado. Se recortaron las imágenes del Western Blot (líneas negras) para 
mejorar la claridad y la concisión de la presentación. Los datos representan la media muestral+ 
EEM de 3-5 animales por grupo. & p <0.05; &&& p <0.001 efecto del estrés en el análisis ANOVA 
de dos vías entre grupos; Ψ p <0,05; ΨΨ p <0,01 efecto del tratamiento CLO en el análisis 
ANOVA de dos vías entre los grupos. En caso de interacción, post test de Tukey: $ p <0,05 Vs 
grupo CLO + CONTROL y #p <0,05 Vs grupo PBS + ESTRÉS 6H.  
 
4.2.6 . Efecto de la depleción de los PVM en los marcadores de estrés 
oxidativo/nitrosativo y en sus mecanismos antioxidantes 
reguladores en un modelo de estrés agudo por inmovilización 
 
Teniendo en cuenta el potential previamente sugerido de los PVM en la 
regulación de los mecanismos antioxidantes endógenos, intentamos explorar su 
papel en nuestro modelo de restricción de movimiento agudo, una condición en 
la que la sobreactivación de las enzimas proinflamatorias produce estrés 
oxidativo/nitrosativo. 
Primero, verificamos los niveles del marcador de estrés 
oxidativo/nitrosativo, 4-hidroxinonenal (4-HNE).  El ANOVA de dos vías encontró 
una interacción entre factores (Fig. 22A y Tabla 1). El análisis de comparaciones 





presentaban niveles significativamente más altos de grupos 4-HNE que PBS + 
CONTROL y CLO + ESTRÉS 6H, respectivamente (Fig. 22A y Tabla 1). 
Posteriormente, se exploró la expresión proteica del factor nuclear tipo 2 
(derivado de eritroide 2) (Nrf2) de perfil antioxidante y la expresión de ARNm de 
enzimas antioxidantes endógenas que dependen de su activación. El ANOVA de 
dos vías mostró efectos principales del estrés y el tratamiento con CLO para la 
expresión de la proteína Nrf2 (figura 8B y tabla 1). El ANOVA de dos vías también 
mostró un efecto principal del estrés en la expresión de los enzimas glutatión 
reductasa (GSR-1), desglicasa asociada al parkinsonismo (PARK7) y superóxido 
dismutasa 2 (SOD-2) (Figuras 22C-E y Tabla 1). Además, se encontró un efecto 
del tratamiento CLO para GRS y una interacción para PARK7. El análisis 
adicional de esta interacción entre los grupos mostró que la expresión de ARNm 
de PARK7 en animales CLO + ESTRÉS 6H fue mayor que el resto de los grupos 
estudiados (Fig 22D y Tabla 1). No hubo diferencias significativas en la expresión 


















 Fig.22-  Expresión proteica de 4-HNE (A) y Nrf2 en extractos nucleares (B) y expresión de ARNm 
de GRS-1 (C), PARK7 (D) y SOD-2 (E) en la corteza pre frontal de ratas tratadas con la 
administración central de clodronato en liposomas (CLO) o su vehículo (PBS) en condiciones de 
CONTROL y estrés agudo de restricción (ESTRÉS 6H).En el análisis de transferencia western 
para la expresión de proteínas, los datos densitométricos de la banda 4-HNE se normalizan con 
respecto a la β-actina, y para la proteína nuclear Nrf2 (A) se utilizó GAPDH1 (banda inferior). Se 
recortaron blots (líneas negras) para mejorar la claridad y la concisión de la presentación. Las 
barras representan la media + EEM de 3-5 animales por grupo. & p <0.05, && p <0.01, &&& p 
<0.001 efecto principal del estrés en el análisis ANOVA de dos vías entre grupos; Ψ p <0.05, ΨΨ 
p <0.01 efecto principal del tratamiento CLO en análisis ANOVA de dos vías entre grupos; En 
caso de interacción, post test de Tukey: * p <0.05; ** p <0,01 Vs grupo PBS + CONTROL; $$ p 






Tabla1. Analices ANOVA de dos víasanalyses (valores F y dfs). 
 
4.3 . Estrés crónico (CMS) en ratas 
 
Teniendo en cuenta todos los antecedentes y los resultados del estudio 
anterior (estrés agudo por inmovilización), se ha realizado el siguiente 
experimento en un modelo que pudiera tener una representación más 
traslacional, como por ejemplo un modelo de estrés crónico o “CMS” durante 21 
días.  
 
4.3.1 Niveles de corticosterona en plasma tras la exposición al estrés 
crónico durante 21 días.    
 
Parametros 
TNFα F(1,9)=3.61 p=0.089 F(1,9)=10.94 p=0.009 F(1,9)=1.74 p=0.22
WB IL-1R F(1,12)=28.54 p=0.0002 F(1,12)=3.04 p=0.10 F(1,12)=2.78 p=0.12
WB IL-6R F(1,12)= 4.46 p=0.056 F(1,12)=13.91 p=0.003 F(1,12)=6.91 p=0.022
WB TNFR1 F(1,12)=0.27 p=0.6083 F(1,12)=0.75 p=0.401 F(1,12)=9.08 p=0.0108
WB TNFR2 F(1,12)=6.10 p=0.03 F(1,12)=7.63 p= 0.017 F(1,12)=13.81 p=0.003
WB pSTAT3 F(1, 12)=0.5 p=0.5 F(1,12)=18.15 p=0.0011 F(1,12)=60.1 p=0.0001
WB SOCS3 F(1, 12)=0.0002 p=0.98 F(1,12)=11.73 p=0.005 F(1,12)=9.9 p=0.008
WB TLR-4 F(1, 12)=12.88 p =0.003 F(1,12)=0.22 p=0.64 F(1,12)=2.43 p=0.14
WB CD14 F(1, 12)=28.58 p=0.0002 F(1,12)=9.06 p=0.010 F(1,12)=0.038 p=0.85
WB MD-2 F(1,12)=0.45 p=0.5 F(1,12)=10.3 p=0.0075 F(1,12)=0.0017 p=0.96
WB MyD88 F(1,12)=4.22 p=0.06 F(1,12)=10 p=0.008 F(1,12)=10.12 p=0.008
WB HMGB-1 F(1,12)=0.16 p=0.7 F(1,12)=14.86 p=0.002 F(1,12)=0.22 p=0.64
WB p65 F(1,12)=0.006 p=0.93 F(1,12)=14.41 p=0.002 F(1,12)=2.51 p=0.14
WB IκBα F(1,12)=1.12 p=0.30 F(1,12)=7.17 p=0.02 F(1,12)=1.46 p=0.25
WB COX-2 F(1,12)=0.26 p=0.61 F(1,12)=13.13 p=0.0033 F(1,12)=1.3 p=0.27
ARNm IκBα F(1,12)=8.36 p=0.013 F(1,12)=0.068 p=0.79 F(1,12)=1.2 p=0.29
ARNm COX-2 F(1,12)=1.7 p=0.21 F(1,12)=1.05 p=0.32 F(1,12)=10.83 p=0.0065
WB iNOS F(1,12)=7.57 p=0.017 F(1,12)=1.44 p=0.25 F(1,12)=2.73 p=0.12
WB COX-1 F(1,12)=28.86 p=0.0002 F(1,12)=9.4 p=0.0098 F(1,12)=0.007 p=0.93
15d-PGJ2 F (1, 7) = 8,646 P = 0,0217 F (1, 7) = 3,186 P = 0,1174 F (1, 7) = 0,7064 P = 0,4284
WB 4-HNE F(1,11)=4.07 p=0.06 F(1,11)=0.98 p=0.34 F(1,11)=14.31 p=0.003
WB Nrf2 F(1,12)=10.52 p=0.007 F(1,12)=8.01 p=0.015 F(1,12)=2.56 p=0.13
ARNm GSR F(1,12)=11.6 p=0.005 F(1,12)=10.66 p=0.006 F(1,12)=1.5 p=0.25
ARNm PARK7 F(1,12)=21.4 p=0.0006 F(1,12)=3.12 p=0.10 F(1,12)=6.23 p=0.0028
ARNm SOD-2 F(1,12)=6.89 p=0.02 F(1,12)=0.94 p=0.35 F(1,12)=0.027 p=0.87
ESTRÉS 6H





Para estudiar el efecto de la depleción de PVMs en la actividad del eje 
HHA tras la exposición a estrés crónico se midieron los niveles de corticosterona 
en plasma en los distintos grupos a estudio, observándose un efecto 















Fig.23-  Niveles de corticosterona plasmática en ratas tratadas con clodronato encapsulado en 
liposomas (CLO) o su vehículo (PBS) en condiciones CONTROL y de CMS 21 DIAS. Los datos 
representan la media muestral + EEM de 4-6 animales por grupo. &&&&p <0.0001 efecto principal 
del estrés en el análisis ANOVA de dos vías entre grupos.  
 
4.3.2 Efectos de la depleción de PVM en la expresión de citocinas 
proinflamatorias clásicas y sus receptores en condiciones de 
CMS durante 21 días. 
Las citocinas representan uno de los mediadores proinflamatorios, 
implicados en muchos tipos de estrés, como principal activador de diversas 
cascadas de señalización responsable de la neuroinflamación (Garcia-Bueno 
et al., 2008a). En el caso de los niveles de ARNm de IL-1β, se observó un efecto 
del tratamiento con CLO y una interacción entre factores (estrés x tratamiento 
con CLO) según el ANOVA de dos vías. El post test de comparaciones múltiples 
mostró que los grupos, CLO+CONTROL, PBS+CMS 21 DIAS y CLO+CMS 21 
DÍAS presentaron niveles aumentados de manera significativa en comparación 
al grupo CONTROL (Fig. 24A y Tabla 2). Se ha detectado una disminución en 
los niveles de ARNm de IL-6, por el efecto del estrés crónico (Fig. 24B yTabla 
2). No se ha observado diferencias significativas de los niveles de ARNm de 






Fig.24-. Expresión génica de IL-1β (A), IL-6 (B) y TNFα(C), en la corteza frontal de ratas tratadas 
con la administración central de clodronato en liposomas (CLO) o su vehículo (PBS) en 
condiciones de CONTROL y estrés crónico (CMS 21 DIAS). Las barras representan la media + 
EEM de 4-6 animales por grupo. & p <0.05, && p <0.01 efecto principal del estrés en el análisis 
ANOVA de dos vías entre grupos; ΨΨΨ p <0.001 efecto principal del tratamiento CLO en análisis 
ANOVA de dos vías entre grupos; En caso de interacción, post test de Tukey: ** p <0,01 Vs grupo 
PBS + CONTROL; *** p <0,001 Vs grupo PBS + CONTROL. 
 
No se observó un efecto del estrés para los receptores de citocinas IL-1R, 
IL-6R, TNFR1 y TNFR2 en sus niveles de proteína (Figuras 25A-D y Tabla 2). 
En el caso del receptor de IL-1β, IL-1R, se observó una interacción entre factores 
(estrés x tratamiento con CLO) (Fig.25B y Tabla 2). Post-tests complementarios 
de comparaciones múltiples para la expresión de la proteína IL-1R mostraron 
que el grupo PBS + CMS 21 DIAS presentó niveles aumentados de manera 
significativa en comparación con el grupo PBS+CONTROL y CLO+CONTROL, 
y el grupo CLO+CMS 21 DIAS mostró diferencias significativas con respecto al 
grupo PBS+CMS 21 DIAS (Fig. 25A y Tabla 2). Para el receptor de IL-6 IL-6R se 
observó un efecto estimulatorio del tratamiento con CLO (Fig. 25B y Tabla 2). 













Fig.25-.  Niveles de expresión proteica de los receptores IL-1R(A), IL-6R(B), TNFR1 (C) y TNFR2 
(D) en corteza frontal de ratas tratadas con la administración de clodronato en liposomas (CLO) 
o su vehículo (PBS) en condiciones de CONTROL y estrés cronico (CMS 21 DIAS), los datos 
densitométricos de las respectivas bandas de interés están normalizados con respecto a la β-
actina (banda inferior). Se recortaron las imágenes del Western Blot (líneas negras) para mejorar 
la claridad y la concisión de la presentación. Los datos representan la media muestral + EEM de 
4-6 animales por grupo Ψ p <0,05 efecto principal del tratamiento CLO en análisis ANOVA de 
dos vías entre grupos; En caso de interacción, post test de Tukey:  * p <0,05 Vs grupo PBS + 
CONTROL; $ p <0.01 Vs grupo CLO + CONTROL; y # p <0.05 Vs PBS + CMS 21 DIAS. 
 
4.3.3 Efectos de la depleción de los PVM sobre la vía de señalización 
del receptor de inmunidad innata Toll-like 4 (TLR-4) en 
condiciones de CMS. 
La activación de la vía de señalización de TLR-4 después de la exposición 
aguda al estrés por inmovilización (Garate et al., 2013) y también su regulación 
en un modelo de estrés crónico (Garate et al., 2011) se ha relacionado con la 
secreción de diferentes mediadores inflamatorios. Se exploró a distintos niveles 
si la depleción selectiva de PVM podría estar relacionada con los cambios en 





 De igual manera que en el estrés agudo por inmovilización, estudiamos 
los niveles de proteína de TLR-4, del receptor para la diferenciación del clúster 
dímero LPS/proteína de unión (LBP)/ (CD14), el co-receptor factor de 
diferenciación mieloide-2 (MD-2) y la proteína adaptadora de diferenciación 
mieloide respuesta primaria 88 (MyD88). El ANOVA de dos vías encontró una 
interacción entre los factores (estrés y tratamiento con CLO) en la expresión 
proteica de TLR-4, CD14 y MD-2 (Fig.26 A, B, C y Tabla 2). El análisis adicional 
mostro una disminución de los niveles proteicos de TLR-4 en el grupo CLO+CMS 
21 DIAS con respecto a PBS+ CMS 21 DIAS.  Se vieron disminuidos también los 
niveles proteicos de CD14 y MD-2 del grupo CLO+CMS 21 DIAS con respecto a 
CONTROL, CLO y CLO+CMS 21 DIAS.  En el caso de CD14, se encontraron 
efectos del   tratamiento con CLO (Fig. 26B y Tabla 2). Para MD-2 se detectó un 
efecto del tratamiento con CLO y también un efecto del estrés en su expresión 
proteica (Fig. 26C y Tabla 2) y finalmente, se observó efecto del tratamiento con 
CLO con respecto a los niveles proteicos de MyD88 (Fig. 26D y Tabla 2).  
 Con respecto a los DAMPs, responsables por la activación del TLR-4, no 
se obervaron diferencias en los niveles proteicos de HMGB-1 (Fig. 26E y Tabla 
2), pero se encontró un efecto del estrés, que resulta en la disminución de los 

















Fig.26- Niveles de expresión proteica de TLR-4 (A), CD14 (B), MD-2 (C), MyD88 (D), HMGB-
1(E) y HSP60 (F) en la corteza frontal de ratas tratadas con la administración de clodronato en
liposomas (CLO) o su vehículo (PBS) en condiciones de Control (CONTROL) y estrés agudo por
inmovilización (CMS 21 DIAS). Los datos densitométricos de las respectivas bandas de interés
están normalizados con respecto a la β-actina (banda inferior). Se recortaron las imágenes del
Western Blot (líneas negras) para mejorar la claridad y la concisión de la presentación. Los datos
representan la media muestral + EEM de 4-6 animales por grupo. & p <0.05, && p <0.01 efecto
principal del estrés en el análisis ANOVA de dos vías entre grupos; Ψ p <0.05, ΨΨΨ p <0.001
efecto principal del tratamiento CLO en análisis ANOVA de dos vías entre grupos; En caso de
interacción, post test de Tukey: * p <0,05 Vs grupo PBS + CONTROL; ** p <0,01 Vs grupo PBS
+ CONTROL; ### p <0.001 Vs grupo PBS + CMS 21 DIAS, $ p <0,05 Vs grupo CLO, $$ p <0,01





4.3.4 Efectos de la depleción de PVM en la vía de señalización del 
factor nuclear κappa b (NF-ΚB) en condiciones de estrés 
crónico o CMS durante 21 dias. 
 
De igual manera que en el estrés agudo por inmovilización, evaluamos la 
existencia de alteraciones en la vía proinflamatoria dependiente de TLR-4/Myd88 
también presentes a nivel de NF-κB en el modelo de estrés crónico de 21 días. 
Por lo tanto, también se evaluó la expresión proteica de la subunidad p65 de NF-
κB, de su proteína inhibidora IκBα (también su expresión génica) y los niveles de 
las enzimas proinflamatorias dependientes de NF-κB, COX-2 e iNOS. 
 El ANOVA de dos vías mostró un efecto principal del tratamiento con CLO 
en los niveles de proteína de NF-κB y un efecto del estrés en la expresión 
proteica de su proteína inhibidora IκBα (Figuras 27A, B, y Tabla 2). Se ha 
observado una interacción de los factores (estrés y tratamiento con CLO) en la 
expresión proteica de COX-1, donde en el análisis complementario de 
comparaciones múltiples encontró un aumento en el grupo CLO+CMS 21 DIAS 
con respecto al grupo CLO (Fig. 27H y Tabla 2). No se han detectado cambios 
en los demás mediadores evaluados: COX-2 (Fig. 27C y E y Tabla 2), expresión 
génica de IκB (Fig. 27D y Tabla 2), iNOS (Fig. 27F y Tabla 2), y mPGES-1 (Fig. 
27G y Tabla 2). Tampoco se han observado diferencias entre los grupos, con 
respecto a los niveles de las prostaglandinas 15d-PGJ2 (clásicamente anti-
inflamatoria) (Fig. 27I y Tabla 2) y PGE2 (proinflamatoria) en muestras de corteza 





















Fig.27- Expresión proteica de la subunidad p65 de NF-κB en extractos nucleares (A), IκBα en 
extractos citosólicos (B), COX-2 (C), iNOS (F) y COX-1 (H) en la corteza pre frontal de ratas 
tratadas con la administración de clodronato en liposomas (CLO) o su vehículo (PBS) en 
condiciones de CONTROL y estrés crónico (CMS 21 DIAS), Expresión de ARNm de IκBα (D), 
COX-2 (E) y mPGES-1 (G) en la corteza frontal de ratas tratadas con la administración de 
clodronato en liposomas (CLO) o su vehículo (PBS) en CONTROL y condiciones de estrés agudo 
por inmovilización (CMS 21 DIAS). Análisis realizado a través de WB, los datos densitométricos 
de las respectivas bandas de interés están normalizados con respecto a la β-actina, excepto por 
la subunidad (A) de p65 de NF-κB en la que se utilizó la proteína nuclear GAPDH (banda inferior). 
Niveles de 15d-PGJ2 (I) y de PGE2 (J) en corteza frontal en los diferentes grupos estudiado. Se 
recortaron las imágenes del Western Blot (líneas negras) para mejorar la claridad y la concisión 
de la presentación. Los datos representan la media muestral+ EEM de 4-6 animales por grupo. 
& p <0.05 efecto del estrés; Ψ p <0,05 efecto del tratamiento con CLO en el análisis ANOVA de 
dos vías entre los grupos. En caso de interacción, post test de Tukey: $ p <0,05 Vs grupo CLO + 
CONTROL.  
 
4.3.5 Efecto de la depleción de los PVM en los marcadores de estrés 
oxidativo/nitrosativo y en sus mecanismos antioxidantes 
reguladores en un modelo de 21 días de CMS. 
 
Considerando los resultados previos del papel de los PVM en la regulación 
de los mecanismos antioxidantes endógenos en el modelo agudo por restricción 
de movimiento presentados anteriormente, decidimos explorar su papel en un 
modelo de estrés crónico de 21 días (CMS), en el que se ha descrito la 
implicación de mecanismo antioxidantes (Martín-Hernández et al., 2016). 
Se verificó los niveles del marcador de estrés oxidativo/nitrosativo, 4-
hidroxinonenal (4-HNE) de la misma manera que en el modelo agudo.  El ANOVA 
de dos vías encontró un efecto para el estrés disminuyendo su expresión proteica 
(Fig. 28A y Tabla 2). Posteriormente, se exploró la expresión proteica del factor 
nuclear tipo 2 (derivado de eritroide 2) (Nrf2) con un marcado potencial 





dependen de su activación. No se han observado efectos del estrés o el 
tratamiento con CLO para la expresión de la proteína Nrf2 (figura 14B y Tabla 2). 
Solo se detectó un efecto del estrés estimulatorio sobre la expresión de la enzima 
antioxidante GRS1 (Fig. 28C y Tabla 2). No hubo diferencias significativas en la 
expresión de ARNm de PARK7 (Fig. 28D), SOD-2 (Fig. 28D) ni de catalasa entre 
los grupos o sobre Keap-1, proteína inhibitoria de Nrf2 (datos no mostrados). 
Fig.28.- Expresión proteica de 4-HNE (A) y Nrf2 en extractos nucleares (B) y expresión de ARNm 
de GRS1 (C), PARK7 (D) y SOD-2 (E) en la corteza  frontal de ratas tratadas con la 
administración central de clodronato en liposomas (CLO) o su vehículo (PBS) en condiciones de 
CONTROL y estrés agudo de restricción (CMS 21 DIAS).En el análisis de transferencia western 
para la expresión de proteínas, los datos densitométricos de la banda 4-HNE se normalizan con 
respecto a la β-actina, y para la proteína nuclear Nr-f2 (A) se utilizó GAPDH (banda inferior). Se 
recortaron blots (líneas negras) para mejorar la claridad y la concisión de la presentación. Las 
barras representan la media + EEM. & p <0.05, && p <0.01 efecto principal del estrés en el 







Tabla 2. Analices ANOVA de dos vías (valores F y dfs) 
4.4 Estrés crónico “CMS” curso temporal: 7 y 14 días 
 
Teniendo en cuenta los resultados tras el estrés crónico de 21 días, se optó 
por la realización de un curso temporal y obtención de muestras a los 7 y 14 días 
del inicio del estrés, con la intención de estudiar la evolución de los distintos 
mediadores a estudio implicados en la respuesta inmune inflamatoria, estrés 
oxidativo/nitrosativo y sus mecanismos antioxidantes reguladores en SNC.  
 
4.4.1 “Chronic mild stress” (CMS) 7 días 
 
4.4.1.1 Niveles de corticoesterona en plasma tras la exposicion a estrés 
cronico por 7 días 
 
Se evaluaron los niveles de corticosterona en plasma tras 7 días de estrés 
crónico.  Se observó un efecto del estrés en los niveles plasmáticos de 
Parametros 
Corticosterona F (1, 23) = 50,39 P =0,0001 F (1, 23) = 1,759 P = 0,1978 F (1, 23) = 1,836 P = 0,1885
ARNm IL-1β F (1, 21) = 10,17 P = 0,0044 F (1, 21) = 14,98 P = 0,0009 F (1, 21) = 5,465 P = 0,0294
ARNm IL-6 F (1, 21) = 5,475 P = 0,0292 F (1, 21) = 0,2105 P = 0,6511 F (1, 21) = 1,114 P = 0,3032
WB IL-1R F (1, 22) = 3,199 P = 0,0875 F (1, 22) = 10,97 P = 0,0032 F (1, 22) = 4,376 P = 0,0482
WB IL-6R F (1, 21) = 0,1065 P = 0,7474 F (1, 21) = 7,294 P = 0,0134 F (1, 21) = 3,243 P = 0,0861
WB TNFR2 F (1, 22) = 0,9840 P = 0,3320 F (1, 22) = 0,1198 P = 0,7325 F (1, 22) = 4,935 P = 0,0369
WB TLR-4 F (1, 22) = 3,194 P = 0,0877 F (1, 22) = 0,6163 P = 0,4408 F (1, 22) = 6,811 P = 0,0160
WB CD14 F (1, 22) = 1,762 P = 0,1979 F (1, 22) = 10,67 P = 0,0035 F (1, 22) = 20,26 P = 0,0002
WB MD-2 F (1, 22) = 4,780 P = 0,0397 F (1, 22) = 15,74 P = 0,0007 F (1, 22) = 12,12 P = 0,0021
WB MyD88 F (1, 22) = 0,8257 P = 0,3734 F (1, 22) = 5,464 P = 0,0289 F (1, 22) = 1,307 P = 0,2653
WB p65 F (1, 22) = 0,2281 P = 0,6377 F (1, 22) = 6,741 P = 0,0165 F (1, 22) = 2,723 P = 0,1131
WB IκBα F (1, 22) = 5,790 P = 0,0250 F (1, 22) = 0,04460 P = 0,8347 F (1, 22) = 0,04575 P = 0,8326
WB COX-1 F (1, 22) = 2,649 P = 0,1178 F (1, 22) = 0,002782P = 0,9584 F (1, 22) = 6,088 P = 0,0219
15d-PGJ2 F (1, 13) = 4,683 P = 0,0497 F (1, 13) = 0,000383P = 0,9847 F (1, 13) = 0,03276 P = 0,8592
WB 4-HNE F (1, 21) = 12,56 P = 0,0019 F (1, 21) = 1,297 P = 0,2677 F (1, 21) = 0,6489 P = 0,4295
ARNm GSR-1 F (1, 21) = 8,317 P = 0,0089 F (1, 21) = 0,7998 P = 0,3813 F (1, 21) = 1,553 P = 0,2264
MCP-1 6H F (1, 12) = 18,44 P = 0,0010 F (1, 12) = 0,1675 P = 0,6896 F (1, 12) = 1,118 P = 0,3112
MCP-1 CMS 21 F (1, 18) = 6,236 P = 0,0224 F (1, 18) = 4,561 P = 0,0467 F (1, 18) = 5,488 P = 0,0308






corticosterona, así como un efecto del tratamiento con CLO, el ANOVA de dos 
vías detectó una interacción entre los factores (estrés y tratamiento CLO) (Fig. 
29A y Tabla 3).  El post test de Tukey permitió observar una diferencia 
significativa del grupo CLO+CMS 7 DIAS, con respecto a los grupos, 
PBS+CONTROL, CLO+CONTROL y PBS+CMS 7 DIAS. 
 
Fig.29.- Niveles de corticosterona plasmática, evaluados 7 días de estrés crónico de ratas 
tratadas con clodronato encapsulado en liposomas (CLO) o su vehículo (PBS) en CONTROL y 
condiciones de estrés agudo por inmovilización (CMS 7 DIAS), Las barras representan la media 
muestral + EEM de 4-6 animales por grupo. && p <0.01 efecto principal del estrés y ΨΨ p< 0.01 
efecto principal del tratamiento con CLO en el análisis ANOVA de dos vías entre grupos; En caso 
de interacción, post test de Tukey: *** p <0,0=1 Vs grupo PBS + CONTROL; ### p <0,001 Vs 













4.4.1.2 Efectos de la depleción de PVM en la expresión de citocinas 
proinflamatorias y sus receptores en condiciones de estrés crónico 
de 7 días 
 
Tras la regulación de las citocinas en los modelos estudiados hemos 
decidido verificar sus niveles a diferentes tiempos en un curso temporal 
empezando por 7 días de estrés crónico (1 ciclo). En los niveles de ARNm de IL-
1β, se observó una interacción entre factores (estrés x tratamiento con CLO, 
según el ANOVA de dos vías), el post test de comparaciones múltiples mostró 
que los grupos, CLO+CONTROL y PBS+CMS 7 DIAS presentaron niveles 
aumentados de manera significativa en comparación al grupo PBS+CONTROL 
(Fig. 30A y Tabla 3). Se ha detectado un efecto principal para el estrés de 7 días 
en los niveles de ARNm de IL-6 (Fig. 30B y Tabla 3). No se han observado 
diferencias significativas de los niveles ARNm de TNFα entre los grupos 
experimentales estudiados (Fig. 30C). 
Fig.30.-Expresión génica de IL-1β (A), IL-6 (B) y TNFα(C), en la corteza frontal de ratas tratadas 
con la administración central de clodronato en liposomas (CLO) o su vehículo (PBS) en 
condiciones de CONTROL y estrés crónico (CMS 7 DIAS). Las barras representan la media + 
EEM de 4-6 animales por grupo. &&& p <0.001 efecto principal del estrés en el análisis ANOVA 
de dos vías entre grupos; En caso de interacción, post test de Tukey: ** p <0,01 Vs grupo PBS + 





Con respecto a los receptores de citocinas (IL-1R), se observó un efecto 
principal del tratamiento con CLO, disminuyendo sus niveles proteicos en los 
grupos tratados con CLO tanto en situaciones control como estrés (Fig. 31A y 
Tabla 3). En el caso del receptor TNFR2 se encontró un efecto principal del 
estrés y un efecto del tratamiento con CLO e interacción entre los factores (estrés 
x tratamiento con CLO) (Fig. 31D y Tabla 3). Los post-test complementarios de 
comparaciones múltiples mostraron una disminución en el grupo CLO+CMS 7 
días con respecto, al grupo PBS+CONTROL. No se han observado diferencias 
de los niveles proteicos para el receptor de IL-6 (Fig.31B) o de TNFR1(Fig.31C)  
 
 Fig.31- Niveles de expresión proteica de los receptores IL-1R(A), IL-6R(B), TNFR1 (C) y TNFR2  
(D) en corteza frontal de ratas tratadas con la administración de clodronato en liposomas (CLO) 
o su vehículo (PBS) en condiciones de CONTROL y estrés crónico durante 7 días (CMS 7 DIAS), 
los datos densitométricos de las respectivas bandas de interés están normalizados con respecto 
a la β-actina (banda inferior). Se recortaron las imágenes del Western Blot (líneas negras) para 
mejorar la claridad y la concisión de la presentación. Los datos representan la media muestral + 
EEM. & p <0.05, efecto del estrés en el análisis ANOVA de dos vías entre grupos; Ψ y p <0,05 
efecto principal del tratamiento CLO; En caso de interacción, post test de Tukey:  ** p <0,01 Vs 






4.4.1.3 Efectos de la depleción de los PVM sobre la vía de señalización del 
receptor de inmunidad innata toll-like 4 (TLR-4) en condiciones de 
estrés crónico durante 7 días  
En condiciones de estrés crónico durante 7 días se ha podido observar un 
efecto del tratamiento con CLO en los niveles proteicos del receptor CD14 (Fig. 
32B y Tabla 3). En los niveles del co-receptor MD-2 un efecto principal del estrés 
fue observado, viéndose disminuida su expresión. En el caso de la proteína 
adaptadora MyD88, se ha podido observar un efecto del tratamiento con CLO 
así como un efecto del estrés disminuyendo su expresión (Fig. 32D y tabla 3). o 
se han observado diferencias significativas en la expresión del receptor TLR-4 
(Fig. 32A), ni de los DAMPs HMGB-1 o HSP60 (Fig.32E y F).se han observado 
diferencias significativas en la expresión del receptor TLR-4 (Fig. 32A), ni de los 



















Fig.32- Niveles de expresión de TLR-4 (A), CD14 (B), MD2 (C), MyD88 (D), HMGB-1 (E) y HSP60 
(F) en la corteza frontal de ratas tratadas con la administración de clodronato en liposomas (CLO) 
o su vehículo (PBS) en condiciones de Control (CONTROL) y estrés agudo por inmovilización 
(CMS 7 DIAS). Los datos densitométricos de las respectivas bandas de interés están 
normalizados con respecto a la β-actina (banda inferior). Se recortaron las imágenes del Western 
Blot (líneas negras) para mejorar la claridad y la concisión de la presentación. Los datos 
representan la media muestral + EEM. &&& p <0.001 efecto principal del estrés en el análisis 





4.4.1.4 Efectos de la depleción de PVM en la vía de señalización del factor 
nuclear kappa b (NF-κB) en condiciones de estrés crónico durante 
7 días 
 
En la vía de señalización del factor nuclear NF-κB no se han observado 
diferencias significativas en la expresión proteica o génica de los mediadores 
implicados esta vía de señalización entre los grupos estudiados: NF-κB (p65) 
(Fig. 33A), su proteína inhibidora IκB, (Fig. 33B, D), enzimas dependientes de 
NF-κB, COX-2 e iNOS (Fig. 33C, E, F), mPGES-1 (Fig.33G), así como las 
prostaglandinas 15d-PGJ2 (clásicamente anti-inflamatoria) (Fig. 33I) o PGE2 
(pro-inflamatoria) en corteza (Fig. 33J). Solo se ha podido observar un efecto 
























Fig. 33.- Expresión de la subunidad p65 de NF-κB en extractos nucleares (A), IκBα en extractos 
citosólicos (B), COX-2 (C), iNOS (F) y COX-1 (H) en la corteza pre frontal de ratas tratadas con 
la administración de clodronato en liposomas (CLO) o su vehículo (PBS) en condiciones de 
CONTROL y estrés crónico  (CMS 7 DIAS), Expresión de ARNm de IκBα (D), COX-2 (E) y 
mPGES-1 (G) en la corteza frontal de ratas tratadas con la administración de clodronato en 
liposomas (CLO) o su vehículo (PBS) en CONTROL y condiciones de estrés crónico  (CMS 7 
DIAS). Análisis realizado a través de WB, los datos densitométricos de las respectivas bandas 
de interés están normalizados con respecto a la β-actina, excepto por la subunidad (A) de p65 
de NF-κB en la que se utilizó la proteína nuclear GAPDH (banda inferior). Se recortaron las 
imágenes del Western Blot (líneas negras) para mejorar la claridad y la concisión de la 
presentación. Niveles de 15d-PGJ2 (I) y de PGE2 (J) en corteza frontal en los diferentes grupos 
estudiado. Los datos representan la media muestral+ EEM de 4-6 animales por grupo. Ψ p <0,05 
efecto del tratamiento con CLO en el análisis ANOVA de dos vías entre los grupos 
 
4.4.1.5 Efecto de la depleción de los PVM en los marcadores de estrés 
oxidativo/nitrosativo y en sus mecanismos antioxidantes 
reguladores en condiciones de estrés crónico durante 7 días 
 
Con respecto a los marcadores de estrés oxidativo/nitrosativo y sus 
mecanismos de regulación, se ha podido observar un efecto principal del 
tratamiento con CLO en los niveles de 4-HNE, viéndose reducida su expresión 
(Fig. 34A y Tabla 3). Con respecto al factor de trascripción Nrf2 (Fig. 34B y Tabla 
3), se encontró un efecto principal del estrés, donde sus niveles proteicos en 
núcleo se vieron aumentados tras el estrés de 7 días.  No se han observado 
diferencias significativas en los mediadores antioxidantes relacionadas con el 
mecanismo de balance ante el estrés oxidativo/nitrosativo GRS (Fig. 34C), 







Fig. 34.- Expresión proteica de 4-HNE (A) y Nrf2 en extractos nucleares (B) y expresión de ARNm 
de GRS (C), PARK7 (D) y SOD-2 (E) en la corteza  frontal de ratas tratadas con la administración 
central de clodronato en liposomas (CLO) o su vehículo (PBS) en condiciones de CONTROL y 
estrés agudo de restricción (CMS 7 DIAS).En el análisis de transferencia western para la 
expresión de proteínas, los datos densitométricos de la banda 4-HNE se normalizan con respecto 
a la β-actina, y para la proteína nuclear Nrf2 (A) se utilizó GAPDH (banda inferior). Se recortaron 
blots (líneas negras) para mejorar la claridad y la concisión de la presentación. Las barras 
representan la media + EEM. &&& p <0.001 efecto principal del estrés y Ψ p <0,05 efecto del 







4.4.2  “Chonic mild stress” curso temporal 14 días 
 
4.4.2.1 Niveles de corticosterona en plasma en condiciones de estrés 
crónico durante 14 días 
 
Se evaluaron los niveles de corticosterona en plasma tras 14 días de 
estrés crónico leve.  Se observó un efecto principal del estrés en los niveles de 
corticosterona, viéndose aumentados en ambos grupos estresados con respecto 
a sus grupos control (Fig. 35A y Tabla 4). 
 
Parametros 
Corticosterona F (1, 22) = 9,698 P = 0,0051 F (1, 22) = 10,43 P = 0,0039 F (1, 22) = 10,57 P = 0,0037
 IL-1β F (1, 22) = 2,323 P = 0,1417 F (1, 22) = 3,787 P = 0,0645 F (1, 22) = 15,66 P = 0,0007
 IL-6 F (1, 22) = 15,30 P = 0,0007 F (1, 22) = 1,737 P = 0,2011 F (1, 22) = 0,7566 P = 0,3938
WB IL-1R F (1, 22) = 4,118 P = 0,0547 F (1, 22) = 9,357 P = 0,0058 F (1, 22) = 0,001565P = 0,9688
WB IL-6R F (1, 22) = 0,4225 P = 0,5224 F (1, 22) = 0,6628 P = 0,4243 F (1, 22) = 4,927 P = 0,0371
WB TNFR2 F (1, 23) = 6,626 P = 0,0170 F (1, 23) = 6,652 P = 0,0168 F (1, 23) = 0,01344 P = 0,9087
WB CD14 F (1, 23) = 0,3641 P = 0,5521 F (1, 23) = 4,900 P = 0,0371 F (1, 23) = 3,437 P = 0,0766
WB MD-2 F (1, 21) = 20,55 P = 0,0002 F (1, 21) = 0,2191 P = 0,6446 F (1, 21) = 0,000264P = 0,9872
WB MyD88 F (1, 22) = 18,93 P = 0,0003 F (1, 22) = 14,68 P = 0,0009 F (1, 22) = 0,01079 P = 0,9182
WB p65 F (1, 21) = 8,611 P = 0,0079 F (1, 21) = 0,2091 P = 0,6522 F (1, 22) = 1,666 P = 0,2102
WB COX-1 F (1, 23) = 0,03764 P = 0,8479 F (1, 23) = 6,311 P = 0,0195 F (1, 23) = 2,161 P = 0,1551
WB 4-HNE F (1, 20) = 1,026 P = 0,3232 F (1, 20) = 4,761 P = 0,0412 F (1, 20) = 0,07942 P = 0,7810
WB Nrf2 F (1, 22) = 16,51 P = 0,0005 F (1, 22) = 2,558 P = 0,1240 F (1, 22) = 2,674 P = 0,1162
CMS 7 DIAS 
Estrés Tratamiento CLO Interacción 






Fig.35.- Niveles de corticosterona plasmática, evaluados tras 14 días de estrés crónico de ratas 
tratadas con clodronato encapsulado en liposomas (CLO) o su vehículo (PBS) en CONTROL y 
condiciones de estrés agudo por inmovilización (CMS 14 DIAS), Las barras representan la media 
muestral + EEM de 4-6 animales por grupo. && p <0.01 efecto principal del estrés en el análisis 
ANOVA de dos vías entre grupos. 
 
4.4.2.2 Efectos de la depleción de PVM en la expresión de citocinas 
pro-inflamatoria y sus receptores en condiciones de estrés 
crónico de 14 días 
 
Tras el estrés crónico de 14 días se ha evaluado los niveles de expresión 
génica o proteica de citocinas proinflamatorias y de sus receptores. En caso de 
IL-1β, se han encontrado efectos principales del estrés y del tratamiento con CLO 
en su expresión génica. Se ha visto también un efecto principal del tratamiento 
con CLO elevando sus niveles de expresión génica (Fig. 36A y Tabla 4). No se 
ha visto efectos significativos con respecto a los niveles de expresión génica de 
las las citocinas IL-6 y TNF-α (Fig. 36B y C respectivamente Tabla 4).   
Fig. 36.- Expresión génica de IL-1β (A), IL-6 (B) y TNFα(C), en la corteza frontal de ratas tratadas 
con la administración central de clodronato en liposomas (CLO) o su vehículo (PBS) en 
condiciones de CONTROL y estrés crónico (CMS 14 DIAS). Las barras representan la media + 
EEM de 4-6 animales por grupo. & p <0.05, efecto principal del estrés y efecto principal del 






Con respecto a la expresión proteica los receptores de citocinas no se han 
observado efectos significativos para IL-1R, IL-6R, TNFR1 y TNFR2 (Fig. 37A, 
B, C y D). 
Fig.37- Niveles de expresión proteica de los receptores IL-1R(A), IL-6R(B), TNFR1 (C) y TNFR2 
(D) en corteza frontal de ratas tratadas con la administración de clodronato en liposomas (CLO) 
o su vehículo (PBS) en condiciones de CONTROL y estrés crónico durante 14 días (CMS 14 
DIAS), los datos densitométricos de las respectivas bandas de interés están normalizados con 
respecto a la β-actina (banda inferior). Se recortaron las imágenes del Western Blot (líneas 




4.4.2.3 Efectos de la depleción de los PVM sobre la vía de señalización del 
receptor de inmunidad innata toll-like 4 (TLR-4) en condiciones de 
estrés crónico durante 14 días 
En la vía de señalización de los receptores de inmunidad innata se ha 
podido observar un efecto principal del estrés en la expresión proteica de MyD88 





mediadores implicados en la vía de señalización relacionadas con la inmunidad 
innata: TLR-4, CD14, MD-2, HMGB-1, HSP60 (Fig. 38A, B, C, E, F 
respectivamente y Tabla 4). 
 
Fig. 38.-Niveles de expresión de TLR-4 (A), CD14 (B), MD-2 (C), MyD88 (D), HMGB-1 (E) y 
HSP60 (F) en la corteza frontal de ratas tratadas con la administración de clodronato en 
liposomas (CLO) o su vehículo (PBS) en condiciones de Control (CONTROL) y estrés agudo por 
inmovilización (CMS 14 DIAS). Los datos densitométricos de las respectivas bandas de interés 
están normalizados con respecto a la β-actina (banda inferior). Se recortaron las imágenes del 
Western Blot (líneas negras) para mejorar la claridad y la concisión de la presentación. Los datos 
representan la media muestral + EEM de 4-6 animales por grupo. &&& p <0.001 efecto principal 





4.4.2.4 Efectos de la depleción de PVM en la vía de señalización del factor 
NF-ΚB en condiciones de CMS durante 14 días 
 
En la vía señalización del factor nuclear NF-κB, se ha podido observar un 
efecto principal del estrés disminuyendo los niveles proteicos en núcleo de la 
subunidad del NF-κB, el p65 (Fig. 39A y Tabla 4). También se ha observado un 
efecto del estrés, viéndose disminuídos los niveles proteicos de la enzima 
inducible óxido nítrico sintasa (iNOS) (Fig. 39F y Tabla 4). Se ha observado un 
efecto del tratamiento con CLO, en la expresión génica de mPGES-1, la enzima 
responsable del último paso en la producción de la prostaglandina E2 (Fig. 39G 
y Tabla 4). No se han observado diferencias significativas en la expresión de su 
proteína inhibitoria IκB (Fig, 39B y D), COX-2 (Fig. 39C y E) y COX-1 (Fig. 39F). 
Así como no se observó diferencias significativas en la expresión de 
prostaglandinas 15d-PGJ2 (clásicamente antiinflamatoria) o (Fig. 39I) PGE2 























Fig.39- Expresión proteica de la subunidad p65 de NF-κB en extractos nucleares (A), IκBα en 
extractos citosólicos (B), COX-2 (C), iNOS (F) y COX-1 (H) en la corteza pre frontal de ratas 
tratadas con la administración de clodronato en liposomas (CLO) o su vehículo (PBS) en 
condiciones de CONTROL y estrés crónico  (CMS 14 DIAS), Expresión de ARNm de IκBα (D), 
COX-2 (E) y mPGES-1 (G) en la corteza frontal de ratas tratadas con la administración de 
clodronato en liposomas (CLO) o su vehículo (PBS) en CONTROL y condiciones de estrés 
crónico  (CMS 14 DIAS). Análisis realizado a través de WB, los datos densitométricos de las 
respectivas bandas de interés están normalizados con respecto a la β-actina, excepto por la 
subunidad (A) de p65 de NF-κB en la que se utilizó la proteína nuclear GAPDH (banda inferior). 
Se recortaron las imágenes del Western Blot (líneas negras) para mejorar la claridad y la 
concisión de la presentación. Niveles de 15d-PGJ2 (I) y de PGE2 (J) en corteza frontal en los 
diferentes grupos estudiado.  Los datos representan la media muestral+ EEM de 4-6 animales 
por grupo. & p< 0.05 efecto del estrés (CMS 14 DIAS) y Ψ p <0,05 efecto del tratamiento con 
CLO en el análisis ANOVA de dos vías entre los grupos. 
 
4.4.2.5 Efecto de la depleción de los PVM en los marcadores de estrés 
oxidativo/nitrosativo y en sus mecanismos antioxidantes 
reguladores en condiciones de estrés crónico durante 14 días 
 
No se han observado diferencias significativas en el índice de estrés 
oxidativo/nitrosativo 4-HNE (Fig. 40A), o en las enzimas antioxidantes GRS, 
SOD-2, y PARK7 (Fig. 40C, E, D).  Sin embargo, se ha podido observar un efecto 
principal del estrés en los niveles proteicos en núcleo del factor de transcripción 











Fig. 40.-Expresión proteica de 4-HNE (A) y Nrf2 en extractos nucleares (B) y expresión de ARNm
de GRS-1 (C), PARK7 (D) y SOD-2 (E) en la corteza  frontal de ratas tratadas con la
administración central de clodronato en liposomas (CLO) o su vehículo (PBS) en condiciones de
CONTROL y estrés agudo de restricción (CMS 14 DIAS).En el análisis de transferencia western
para la expresión de proteínas, los datos densitométricos de la banda 4-HNE se normalizan con
respecto a la β-actina, y para la proteína nuclear Nrf2 (A) se utilizó GAPDH (banda inferior). Se
recortaron blots (líneas negras) para mejorar la claridad y la concisión de la presentación. Las
barras representan la media + SEM de 4-6 animales por grupo. & p <0.05 efecto principal del en






4.4.2.6 Niveles de quimioquinas en estrés agudo por inmovilización y 
estrés crónico 
 
Se han evaluado también la expresión de otros mediadores implicados en 
la respuesta neuroinflamatoria, como es la quimioquina MCP-1/CCL2, un 
marcador temprano del tráfico de células inmune tanto en estrés agudo por 
inmovilización (ESTRÉS 6H) como en el estrés crónico durante 21 días (CMS 21 
DIAS). El estudio de este tráfico es muy relevante ya que se ha relacionado con 
una amplificación de una respuesta inmune en SNC, directamente relacionado 
con alteraciones comportamentales en modelos de LPS y estrés (Weber et al., 
2017). El ANOVA de dos vías evidenció un efecto principal del estrés en el 
aumento de los niveles de expresión génica tras el estrés agudo por 
inmovilización (Fig. 41A y Tabla 2).  En lo que se refiere al estrés crónico, se han 
observado efectos principales del estrés, del tratamiento con CLO e interacción 
entre los factores (tratamiento CLO x CMS 21 DÍAS) en los niveles de expresión 
génica de MCP-1 (Fig. 41B y Tabla 2) El post test de Tukey reveló diferencias 
significativas entre el grupo CLO+CMS 21 DIAS con respecto a los grupos 





Tabla 4. Analices ANOVA de dos vías (valores F y dfs).  
Parametros 
Corticosterona F (1, 21) = 9,161 P = 0,0064 F (1, 21) = 0,8257 P = 0,3738 F (1, 21) = 0,8939 P = 0,3552
mARN IL-1β F (1, 21) = 6,829 P = 0,0162 F (1, 21) = 11,69 P = 0,0026 F (1, 21) = 1,772 P = 0,1974
WB TLR-4 F (1, 21) = 0,8466 P = 0,3680 F (1, 21) = 2,054 P = 0,1665 F (1, 21) = 8,241 P = 0,0091
WB MyD88 F (1, 20) = 15,41 P = 0,0008 F (1, 20) = 2,376 P = 0,1389 F (1, 20) = 19,86 P = 0,0002
WB p65 F (1, 21) = 5,679 P = 0,0267 F (1, 21) = 0,1217 P = 0,7307 F (1, 21) = 2,768 P = 0,1110
WB COX-2 F (1, 21) = 1,230 P = 0,2800 F (1, 21) = 0,4857 P = 0,4935 F (1, 21) = 4,798 P = 0,0399
mRNA mPGES-1 F (1, 21) = 0,7446 P = 0,3980 F (1, 21) = 5,094 P = 0,0348 F (1, 21) = 0,2041 P = 0,6560
WB Nrf2 F (1, 22) = 16,51 P = 0,0005 F (1, 22) = 2,558 P = 0,1240 F (1, 22) = 2,674 P = 0,1162
CMS 14 DIAS






Fig.41.- Expresión génica de MCP-1 en estrés agudo por inmovilización (A), en estrés crónico 
durante 21 días (CMS 21 DIAS) (B) en corteza frontal de tejido cerebral de ratas tratados con la 
administración central de clodronato en liposomas (CLO) o su vehículo (PBS) en condiciones de 
CONTROL, estrés agudo (ESTRËS 6H) y crónico (CMS 21 DIAS). Las barras representan la 
media + SEM de 3-6 animales por grupo. && p <0.01 y & p <0.05 un efecto principal del estrés, 
Ψ p<0.05 efecto principal del tratamiento con CLO en el análisis ANOVA de dos vías entre 
grupos; En caso de interacción, post test de Tukey: $p <0.05 Vs grupo CLO + CONTROL; ## p 
<0.05 Vs grupo PBS + CMS 21 DIAS. 
 
4.5 Papel de los PVM en el tráfico de células inmunes 
 
Los últimos resultados recogidos en el apartado anterior, nos llevaron a 
plantear si el aumento observado de la MCP-1 nos podría indicar un efecto 
regulador de los PVM en el tráfico de células inmunes en modelos de 
neuroinflamación relacionados con el estrés. La estancia corta financiada por el 
MINECO permitió la posibilidad de contactar con un laboratorio experto en el 
tráfico de células inmunes, en Columbus, OHIO, USA. (Dr. Jonathan Godbout), 
pudiendo de esta manera verificar el papel de los PVM a través del aprendizaje 
de técnicas como la citometría de flujo.  
 
4.5.1 Tráfico de células inmunes en un modelo agudo de 
administración de LPS y estrés social o “repeat social defeat” 
 
LPS 24 HORAS 
El primer experimento fue realizado en un modelo agudo de LPS (sacrificio 





modelo no se observaron diferencias significativas con respecto al tráfico de 
células inmunes entre los distintos grupos a estudio con respecto a los niveles 
de granulocitos (Fig. 42A), monocitos (Fig. 42B) o células T (Fig. 42C), a través 
de citometría de flujo. 
Fueron evaluados también los niveles de expresión génica de citocinas 
proinflamatorias relacionadas con el tráfico inmune como IL-1β, IL-6 y TNF-α. No 
se obervaron tampopco diferencias significativas, pero existe una tendencia al 
aumento en el grupo PBS+LPS 24 H con respecto al grupo PBS + CONTROL en 
los niveles de IL-1β y (Fig. 42A) y TNF-α (Fig. 42B). 
 
Fig.42.- Tráfico de células inmune:  granulocitos (A), monocitos (B), células T (C) en tejido 
cerebral (B), a través de citometria de flujo. Niveles de expresión génica de citoquinas IL-1β (D), 
IL-6(E) y TNF-α(C), en ratones tratados con la administración central de clodronato en liposomas 
(CLO) o su vehículo (PBS) en condiciones de CONTROL y LPS (LPS 24 H). Las barras 





ESTRÉS SOCIAL “REPEAT SOCIAL DEFEAT” (RSD):  
 
El siguiente experimento planteado fue la verificación del papel de los 
PVM en un modelo de estrés social o “Repeat social defeat” (RSD), un modelo 
optimizado en el centro receptor de la estancia predoctoral y en el que se había  
establecido previamente la relación entre el tráfico de células inmune y  la 
ansiedad y comportamiento tipo depresivo (Weber et al., 2017). 
Con respecto al tráfico de células inmunes en el modelo de estrés social 
(RSD) se observó un efecto inhibitorio del tratamiento con clodronato (CLO) en 
el tráfico de granulocitos (Ly6G+) (Fig. 43A y Tabla 5). Se ha observado también 
un efecto positivo del estrés aumentando el número de monocitos con perfil 
proinflamatorio (Ly6CHI) en cerebro (Fig. 43B y Tabla 5) y, en contraposición, un 
efecto del estrés disminuyendo los niveles de monocitos (Ly6Clow) (Fig. 43D y 
Tabla 5), células que han sido descritas por algunos autores con un perfil 
reparador o de “vigilancia” (Shi & Pamer, 2011). Por último, se observó que el 
tratamiento con CLO tenía un efecto principal, aumentando el número de 
linfocitos T en cerebro (Fig. 43C y Tabla 5), una regulación previamente descrita 
en otros modelos de patologías en el SNC (Faraco et al., 2017). 
Dada la relación directa en el tráfico de células inmune en SNC y la 
periferia, se ha evaluado la proporción de células inmunes en sangre. Se 
encontró un efecto del estrés (RSD) aumentando el número de granulocitos 
(Ly6G+) (Fig. 43E y Tabla 5) y de monocitos (Ly6Chi) (Fig. 43F y Tabla 5) en 
sangre (Weber et al., 2017). No se han observado efectos con respecto a los 











Fig. 43.- Tráfico de células inmune de origen mieloide en tejido cerebral: granulocitos (Ly6G+) 
(A), monocitos (Ly6Chi) (B), linfocitos T (CD11b-/CD03+) (C), monocitos (Ly6Clow) (D). Tráfico de 
células inmune en sangre: granulocitos (Ly6G+) (E), monocitos (Ly6Chi), monocitos (Ly6Clow), en 
ratones tratados con la administración central de clodronato en liposomas (CLO) o su vehículo 
(PBS) en condiciones de CONTROL y estrés (RSD). Las barras representan la media + EEM de 
6 animales por grupo. && p <0.01 efecto principal de RSD, & p <0.05 efecto principal de RSD, Ψ 









4.5.1.1 Papel de los PVM en el tráfico de células inmunes en un modelo 
subcrónico de neuroinflamación inducido por LPS. 
 
Teniendo en cuenta estudios previos en los que se ha podido observar un 
papel regulador para los PVM en el paso de mediadores y en algunos casos 
hasta de tipos celulares al SNC en diversos modelos animales de 
neuropatologías como la esclerosis múltiple y el Alzheimer (Faraco et al., 2017), 
se decidió verificar su papel regulador en un modelo de neuroinflamacion por 
LPS. Este modelo de neuroinflamación es muy conocido y estudiado por su 
relación con alteraciones comportamentales como la ansiedad y “sickness 
behaviour”.  El modelo particular elegido para ello, fue un modelo administración 
de dosis progresivas de LPS durante 3 días, donde se pueden observar 
alteraciones comportamentales y se evita una posible tolerancia por la 
administración de LPS (Wickens et al., 2017). 
 
4.5.1.2 Activación inmune en un modelo subcrónico de LPS 
 
Como marcador de activación inmune se pesaron los bazos de los 
animales sometidos a la administración subcrónica de LPS (Engler et al., 2004). 
Se ha observado un efecto principal del estrés tras la administración subcrónica 
de LPS (Fig. 44A y Tabla 6). 
  
Parametros 
RSD Ly6G+ F (1, 16) = 0,1140 P = 0,7400 F (1, 16) = 7,381 P = 0,0152 F (1, 16) = 0,03393 P = 0,8562
RSD Ly6CHI F (1, 16) = 15,21 P = 0,0013 F (1, 16) = 1,149 P = 0,2996 F (1, 16) = 1,418 P = 0,2511
 RSD CD03+ F (1, 16) = 0,3171 P = 0,5812 F (1, 16) = 5,225 P = 0,0362 F (1, 16) = 0,1319 P = 0,7212
RSD Ly6C low F (1, 16) = 20,60 P = 0,0003 F (1, 16) = 0,7114 P = 0,4114 F (1, 16) = 0,7202 P = 0,4086
RSD Ly6G+ sangre F (1, 19) = 5,963 P = 0,0246 F (1, 19) = 4,993e-0 P = 0,9982 F (1, 19) = 0,2730 P = 0,6074
RSD Ly6Chi 
sangre F (1, 19) = 9,351 P = 0,0065 F (1, 19) = 0,9125 P = 0,3515 F (1, 19) = 1,368 P = 0,2567
RSD
Estrés Tratamiento CLO Interación 






Fig. 44.-Peso de bazo tras la administración de LPS en ratones tratados con la administración 
central de clodronato en liposomas (CLO) o su vehículo (PBS) en condiciones de CONTROL y 
LPS (LPS 3 DIAS). Las barras representan la media + EEM. &&&& p <0.0001 efecto principal de 
LPS en el análisis ANOVA de dos vías entre grupos. 
 
4.5.1.3 Tráfico de células inmunes en un modelo subcrónico de LPS tras la 
depleción de los PVM. 
 
 La función de los monocitos incluye mediar en la defensa de un 
organismo frente a un estímulo microbiano (Serbina et al., 2008), y lo hacen 
infiltrándose en el sitio de daño o inflamación y diferenciándose. La capacidad 
de los monocitos para movilizarse y realizar el tráfico es un proceso crítico y 
aparentemente complejo, necesario para promover la defensa inmune. El 
aumento de células mieloides cerebrales ha sido previamente descrito tras una 
administración periférica de LPS y modelos de estrés (Wohleb et al., 2012). 
Hemos decidido verificar el papel de los PVM en este evento, además de 
identificar el perfil inflamatorio (LyC6hi) de los monocitos resultantes de este 
tráfico células en nuestro modelo.   
 
Cerebro: 
 Se ha observado un efecto principal del LPS y un efecto del tratamiento 
con CLO en el tráfico de células mieloides en tejido cerebral, detectado por el 
ANOVA de dos vías. También apareció una interacción entre los factores 
(tratamiento con CLO y LPS), y el post test detectó una diferencia significativa 
del grupo PBS+LPS 3 DIAS con respecto al grupo PBS+CONTROL. Se observó 





grupo PBS+LPS 3 DIAS y de la misma manera con respecto al grupo 
CLO+CONTROL (Fig. 45A y Tabla 6).  
 Con respecto al tráfico de monocitos con perfil inflamatorio (Ly6Chi) se 
ha observado un efecto principal del estrés en el aumento al tráfico relacionado 
con este tipo celular, y también un efecto principal del tratamiento con CLO y una 
interacción entre los factores (tratamiento con CLO x LPS). El post test de Tukey 
evidenció una diferencia significativa entre el grupo PBS+LPS 3 DIAS con 
respeto al grupo PBS+CONTROL, también se han podido detectar diferencias 
significativas entre el grupo CLO+LPS 3 DIAS con respecto a los grupos 
PBS+LPS 3 DIAS y CLO+CONTROL. No se observaron diferencias con respecto 















Fig.45- Tráfico de células inmune de origen mieloide (CD45hiCD11b+) en tejido cerebral (A), 
región “M” en imagen de citometria de flujo. Tráfico celular de monocitos Ly6Chi en tejido cerebral 
(B), región “m”, en imagen de citometria de flujo en tejido cerebral.  Microglia región “MGL”, en 
imagen de citometria de flujo y Linfocitos T (C), de ratones tratados con la administración central 
de clodronato en liposomas (CLO) o su vehículo (PBS) en condiciones de CONTROL y LPS (LPS 
3 DIAS). Las barras representan la media + EEM de 6-7 animales por grupo. &&&& p <0.0001 
efecto principal de LPS, Ψ p<0.05 efecto principal del tratamiento CLO, ΨΨΨ p<0.001 efecto 
principal del tratamiento CLO en el análisis ANOVA de dos vías entre grupos; En caso de 
interacción, post test de Tukey: **** p <0,0001 Vs grupo PBS + CONTROL; $$ p <0,01 Vs grupo 




Se ha analizado los niveles del tráfico de células inmune en el torrente 
sanguíneo ya que mantienen una relación directa con el aumento de células de 
origen mieloide (CD11b+) desde la médula ósea en modelos de estrés y de 
administración de LPS (Weber et al., 2017). Se ha apreciado una tendencia al 
aumento en la presencia de células CD11b+ positivas en sangre, pero sin 
diferencias estadísticamente significativas (Fig. 46A). Se observó un efecto 
principal inhibitorio del LPS en la presencia de células CD11b+/SSC low/Ly6Chi 
(monocitos circundantes) (Fig. 46B y Tabla 6). Por contrario, se ha observado 
también un efecto positivo de la administración de LPS en el número de 
















Fig. 46- Tráfico de células inmune de origen mieloide en sangre (A), región “A” en imagen de 
citometria de flujo. Tráfico celular de monocitos Ly6Chi en sangre (B), región “B”, en imagen de 
citometria de flujo en tejido cerebral, de ratones tratados con la administración central de 
clodronato en liposomas (CLO) o su vehículo (PBS) en condiciones de CONTROL y LPS (LPS 3 
DIAS). Las barras representan la media + EEM de 6-7 animales por grupo. &&&& p <0.0001 
efecto principal de LPS, && p <0.01 efecto principal de LPS, en el análisis ANOVA de dos vías 






4.5.1.4 Efecto de la depleción de los pmv en la expresión de citocinas en 
un modelo de administración subcrónica de LPS 
 
Como ha sido comentado anteriormente, la administración sistémica de 
LPS es responsable de activar y amplificar mecanismos de señalización 
proinflamatorios en el SNC, como la síntesis y liberación de citocinas (Garcia-
Bueno et al., 2008a). Las citocinas además están implicadas en la regulación del 
tráfico de células inmunes en diferentes modelos de neuroinflamación (Weber et 
al., 2017).  Se evaluaron los niveles de expresión génica de IL-1β, IL-6 y TNFα, 
en un corte coronal de tejido cerebral. 
Se observó un efecto principal del LPS en los niveles de expresión génica 
de IL-1β, así como una interacción entre los factores (tratamiento CLO y LPS). 
Los análisis post-test desvelaron diferencias significativas en el grupo PBS + LPS 
3 DIAS con respecto al grupo CONTROL+PBS y una disminución en la expresión 
génica en el grupo CLO+LPS 3 DIAS, con respecto al grupo PBS+LPS 3 DIAS 
(Fig. 47 A y Tabla 6). No se ha observado cambios significativos en la expresión 
de IL-6 (Fig. 47B) o TNF-α (Fig. 47C). 
Fig.47.-  Expresión génica de IL-1β (A), IL-6 (B) y TNFα(C), en corte coronal de tejido cerebral 
de ratones tratados con la administración central de clodronato en liposomas (CLO) o su vehículo 
(PBS) en condiciones de CONTROL y LPS (LPS 3 DIAS). Las barras representan la media + 
EEM de 6-7 animales por grupo. &&&& p <0.0001 efecto principal de LPS en el análisis ANOVA 
de dos vías entre grupos; En caso de interacción, post test de Tukey: **** p <0,0001 Vs grupo 





4.5.1.5 Efecto de la depleción de los PMV en la expresión de quimioquinas 
y sus receptores en un modelo de administración subcrónica de 
LPS. 
 
Además de las citocinas, hay otros mediadores más particularmente 
implicados en el proceso, como por ejemplo las quimioquinas MCP-1/CCL2, y 
fractalquina /C3XCL1, que regulan el tráfico de células inmunes al sitio de daño 
como por ejemplo en el caso de los monocitos circundantes (Weber et al., 2017). 
El ANOVA de dos vías reveló una interacción entre los dos factores (tratamiento 
CLO x LPS), donde el post test de Tukey reveló una diferencia significativa en 
los niveles de expresión génica de MCP-1 en el grupo CLO+CONTROL y 
CLO+LPS 3 DÍAS con respecto al grupo PBS+CONTROL (Fig. 48A y Tabla 6). 
También se observó un efecto principal del LPS en el aumento de la expresión 
génica en el receptor de MCP-1 (CCR2), y una interacción entre los factores 
(tratamiento CLO x LPS), revelando una diferencia significativa en el aumento de 
la expresión génica del grupo PBS+LPS 3 DIAS con respecto al grupo 
PBS+CONTROL, y una disminución en el grupo CLO+LPS 3 DIAS con respecto 
a CLO+CONTROL (Fig. 48B y Tabla 6).   
Se han evaluado también los niveles de expresión génica de la 
fractalquina y de su receptor, que como ha sido comentado con anterioridad, está 
implicada en la regulación en el tráfico de células inmunes en SNC, además de 
ser un importante señalizador neuronal, que al ver reducidos sus niveles por un 
daño o por estímulos estresantes induce la expresión de mediadores 
inflamatorios como citocinas proinflamatorias a través de la microglia (Weber et 
al., 2017). No se han observado diferencias significativas tras la administración 
del LPS o tratamiento con CLO en la expresión génica de la fractalquina (Fig. 
48C). Sin embargo, el ANOVA de dos vías detectó un efecto del LPS viendóse 
aumentada la expresión génica del receptor de fractalquina (CX3CR1), y una 
interacción entre los factores (tratamiento con CLO x LPS). Los análisis post-test 
desvelaron diferencias significativas en el aumento su la expresión génica en el 





la expresión génica en el grupo tratado con CLO (CLO+LPS 3 DIAS) con 
respecto al grupo PBS+LPS 3 DIAS (Fig. 48D y Tabla 6). 
 
 
Fig.48.- Expresión génica de MCP-1 (A), CCR2 (B), CX3CL1(C) CX3CR3 (D) en corte coronal 
de tejido cerebral de ratones tratados con la administración central de clodronato en liposomas 
(CLO) o su vehículo (PBS) en condiciones de CONTROL y LPS (LPS 3 DIAS). Las barras 
representan la media + EEM de 6-7 animales por grupo. &&&& p <0.0001 efecto principal de LPS 
en el análisis ANOVA de dos vías entre grupos; En caso de interacción, post test de Tukey: **** 
p <0,0001 Vs grupo PBS + CONTROL; ## p <0,01 Vs grupo PBS + LPS 3 DIAS, ### p <0,001 
Vs grupo PBS + LPS 3 DIAS, $$ p <0,01 Vs grupo CLO + CONTROL. 
 
4.5.1.6 Efecto de la depleción de los PMV en la expresión de moléculas de 
adhesión y metaloproteinasas de matriz en un modelo de 
administración subcrónica de LPS.  
 
 A continuación, el siguiente paso relacionado con el tráfico de células 
inmune hacia el SNC se centra en las moléculas de adhesión (CAMs). En 
particular, la molécula de adhesión intercelular (ICAM) y la molécula de adhesión 
vascular (VCAM) detienen a los leucocitos en la superficie de la célula endotelial.        





polarizarse y migrar a través de eventos regulados por las moléculas de adhesión 
VCAM/ICAM e integrinas para acceder al espacio perivascular (Greenwood et 
al., 2011). Se encontró un efecto principal del LPS, reflejado en el aumento de 
los niveles de la expresión génica de ICAM (Fig. 49A y Tabla 6) tras el ANOVA 
de dos vías. Además, se observó un efecto principal del LPS en los niveles de 
VCAM y una interacción entre los factores (tratamiento con CLO y LPS), y el post 
test de Tukey reveló una diferencia significativa entre el grupo PBS+LPS 3 DIAS 
con respecto, al grupo PBS+CONTROL (Fig. 49B y Tabla 6).  
 Una vez que algunas células de origen mieloide (como macrófagos) 
entran en la vasculatura, el pie astrocítico comprende una barrera adicional que 
evita que los monocitos entren en el parénquima. Los macrófagos expresan 
enzimas metaloproteinasas de matriz (MMP) que degradan la barrera astrocítica, 
exacerbando la infiltración al parénquima cerebral (Bechmann et al., 2007). En 
este estudio se ha podido observar un efecto principal del LPS en los niveles de 
expresión génica de MMP-9 tras el ANOVA de dos vías, además, se ha podido 
observar una interacción entre los factores (tratamiento con CLO y LPS). El post 
test de Tukey mostró una diferencia significativa de los grupos PBS+LPS 3 DIAS 
y CLO+LPS 3 DIAS con respecto al grupo CONTROL, y una diferencia 
significativa entre el grupo CLO+LPS 3 DIAS con respecto al grupo PBS+LPS 3 






Fig.49.- Expresión génica de ICAM (A), VCAM (B), MMP-9 (C), en corte coronal de tejido cerebral 
de ratones tratados con la administración central de clodronato en liposomas (CLO) o su vehículo 
(PBS) en condiciones de CONTROL y LPS (LPS 3 DIAS). Las barras representan la media + 
EEM de 6-7 animales por grupo. && p <0.01 efecto principal de LPS y &&&& p <0.0001 efecto 
principal de LPS en el análisis ANOVA de dos vías entre grupos; En caso de interacción, post 
test de Tukey: **** p <0,0001 Vs grupo PBS + CONTROL; $ p <0,05 Vs grupo CLO + CONTROL, 
## p <0,01 Vs grupo PBS + LPS 3 DÍAS.  
 
 
Tabla 6. ANOVA de dos vías (valores F y dfs) 
4.5.1.7 Efecto de la depleción de los PVM en la ansiedad y “sickness 
behavior” en un modelo subcrónico de LPS.  
 
La presencia de células mieloides circundantes en el SNC se ha 
relacionado directamente con la aparición de un comportamiento tipo depresivo 
o “sickness behaviour” y de ansiedad en diversos modelos de neuroinflamación 
realacionados con la exposición a estrés (Weber et al., 2017). Además, hay 
estudios que señalan a los PVM como reguladores del paso de macromoléculas 
y células inmunes al parénquima cerebral en diferentes modelos de 
neuropatologías (Faraco et al., 2017). Teniendo en cuenta los resultados 
obtenidos en esta Tesis Doctoral con respecto a la regulación del paso de células 
inmunes al SNC decidimos verificar la posible relación de este evento con las 
alteraciones comportamentales. El “sickness behaviour” se ha evaluado a través 
del test de interacción social.  Tras el ANOVA de dos vías, se ha observado un 
Parametros 
 LPS 3 DIAS bazo F (1, 21) = 63,09 P < 0,0001 F (1, 21) = 0,1269 P = 0,7252 F (1, 21) = 0,4124 P = 0,5277
 LPS 3 DIAS 
CD11b+CD45HI F (1, 20) = 58,44 P < 0,0001 F (1, 20) = 4,539 P = 0,0457 F (1, 20) = 4,822 P = 0,0401
 LPS 3 DIAS 
Ly6Chi F (1, 23) = 78,83 P < 0,0001 F (1, 23) = 14,21 P = 0,0010 F (1, 23) = 7,582 P = 0,0113
LPS 3 DIAS 
Ly6G+ sangre F (1, 30) = 12,71 P = 0,0012 F (1, 30) = 0,4343 P = 0,5149 F (1, 30) = 1,064 P = 0,3106
LPS 3 DIAS 
Ly6Chi F (1, 28) = 66,27 P < 0,0001 F (1, 28) = 0,01872 P = 0,8922 F (1, 28) = 0,02760 P = 0,8693
LPS 3 DIAS IL1β F (1, 23) = 39,46 P < 0,0001 F (1, 23) = 2,874 P = 0,1035 F (1, 23) = 12,53 P = 0,0017
LPS 3 DIAS MCP-1 F (1, 23) = 0,4141 P = 0,5263 F (1, 23) = 1,122 P = 0,3005 F (1, 23) = 11,90 P = 0,0022
LPS 3 DIAS CCR2 F (1, 23) = 102,7 P < 0,0001 F (1, 23) = 6,616 P = 0,0170 F (1, 23) = 21,44 P = 0,0001
LPS 3 DIAS 
CX3CR1 F (1, 23) = 61,79 P < 0,0001 F (1, 23) = 2,211 P = 0,1507 F (1, 23) = 29,88 P < 0,0001
LPS 3 DIAS ICAM F (1, 23) = 8,714 P = 0,0072 F (1, 23) = 1,235 P = 0,2780 F (1, 23) = 1,245 P = 0,2760
LPS 3 DIAS VCAM F (1, 23) = 40,53 P < 0,0001 F (1, 23) = 0,8922 P = 0,3547 F (1, 23) = 6,611 P = 0,0171
LPS 3 DIAS MMP-9 F (1, 22) = 64,11 P < 0,0001 F (1, 22) = 3,795 P = 0,0643 F (1, 22) = 12,90 P = 0,0016
LPS 3 DIAS





efecto principal del estrés en los diferentes parámetros evaluados en la 
interacción social, como por ejemplo en número de contacto realizados por el 
individuo visitante (Fig. 50A), el tiempo de contacto (Fig. 50B) y la latencia de 
contacto (Fig. 50C).  
También se realizó el test “open field” o campo abierto, utilizado para 
evaluar tanto locomoción como ansiedad. Se ha observado un efecto principal 
de la administración del LPS, en parámetros como, distancia recogida (Fig. 50D 
y Tabla 7), tiempo gasto en el centro (Fig. 50E y Tabla 7), y tiempo gasto en las 
esquinas (Fig. 50F y Tabla 7). 
Fig. 50-Test de comportamiento realizado en ratones tratados con la administración central de 
clodronato en liposomas (CLO) o su vehículo (PBS) en condiciones de CONTROL y LPS (LPS 3 
DIAS). Interacción social (Fig. A, B, C) Open field (Fig. D, E, F) Las barras representan la media 
+ EEM de 6-7 animales por grupo. &&&& p <0.0001 efecto principal de LPS 3 DIAS, & p <0.05 







4.6 Papel de los PVM en la activacion de la vía antiinflamatoria 
L-PGDS/15d-PGJ2 en un modelo agudo de neuroinflamación 
inducido por LPS. 
 
Los PVMs parecen presentar un papel antiinflamatorio en la regulación de 
respuestas de fase aguda dependientes de la síntesis a nivel vascular de la 
prostaglandina E2 (síntesis de glucocorticoides o fiebre) frente a determinados 
estímulos inmunes como la administración aguda y sistémica de LPS (Serrats et 
al., 2010).  
En este estudio, se administró una dosis sub-séptica de LPS por vía 
sistémica en ratas. Este modelo es uno de los más utilizados para producir 
neuroinflamación, activación de la respuesta a estrés y para estudiar los posibles 
mecanismos moleculares y celulares implicados. Además, el LPS sistémico 
produce una serie de alteraciones comportamentales conocidas como 
“depressive-like behaviour” que le hace especialmente útil para el estudio de 
patologías como la depresión. 
La vía del receptor nuclear PPARγ, de su ligando endógeno 15d-
Prostaglandina J2 (15d-PGJ2) y de su enzima de síntesis Prostaglandina D2 
sintasa lipocalina (L-PGDS) podría ser responsable del perfil antiinflamatorio 
descrito para los PVM. Estas moléculas se expresan en macrófagos y microglia 
del parénquima cerebral y su activación es neuroprotectora en diversos modelos 
experimentales de neuropatologías. 
Tabla 7. Análisis ANOVA de dos vías (valores F y dfs) 
Parametros Estrés Tratamiento CLO Interación 
IS N. CONTACTO F (1, 30) = 89,16 P < 0,0001 F (1, 30) = 0,4405 P = 0,5119 F (1, 30) = 1,513 P = 0,2282
IS T. CONTACTO F (1, 30) = 28,19 P < 0,0001 F (1, 30) = 0,3723 P = 0,5463 F (1, 30) = 0,3750 P = 0,5449
IS LATENCIA 
CONT. F (1, 30) = 20,96 P < 0,0001 F (1, 30) = 1,068 P = 0,3097 F (1, 30) = 1,193 P = 0,2833
OP DISTANCIA 
REC. F (1, 30) = 71,35 P < 0,0001 F (1, 30) = 0,06978 P = 0,7935 F (1, 30) = 0,1863 P = 0,6691
OP TIEMPO 
CENTRO F (1, 30) = 4,345 P = 0,0457 F (1, 30) = 0,3301 P = 0,5699 F (1, 30) = 0,2651 P = 0,6104
OP TIEMPO 
ESQUINA F (1, 29) = 4,497 P = 0,0426 F (1, 29) = 0,07984 P = 0,7795 F (1, 29) = 1,713 P = 0,2009





La vía multienzimática por la que es producida la PGE2 es regulada 
negativamente por la producción de la prostaglandina antiinflamatoria 15d-PGJ2, 
resultante de la acción catalítica de la enzima L-PGDS. Este efecto se da a través 
de la activación del factor de transcripción antiinflamatorio PPARү y ha sido 
descrito en distintos modelos de activación inmune/inflamación (Garcia-Bueno et 
al., 2008a). Considerando esta regulación recíproca entre prostaglandinas y el 
papel antiinflamatorio de los PVMs tras la administración aguda y sistémica de 
LPS, decidimos verificar si la vía antiinflamatoria de la prostaglandina 15d-PGJ2 
podría estar expresada por los PVM, constituyendo un posible mecanismo 
regulador de la producción de PGE2 a nivel vascular. 
Primero se demostró que los mediadores implicados en la vía 
antiinflamatoria L-PGDS/15d-PGJ2/PPARγ se expresa en PVM por doble 
inmunofluorescencia. 
Fig.51-.: Proteínas antiinflamatorias en verde L-PGDS, 15d-PGJ2, PPARү y marcador de PVM 






4.6.1 Niveles de prostaglandinas en la medula ventrolateral. 
Posteriormente se realizaron cursos temporales tras la administración de 
LPS para comprobar alteraciones en los niveles de 15d-PGJ2 y de la 
prostaglandina proinflamatoria PGE2 en la médula ventrolateral (zona clave en 
la transducción de señales desde la periferia al SNC y en la activación del eje 
del HHA del estrés) de animales con PVMs intactos (Fig. 52A) o en animales en 
los que habían sido eliminados centralmente con clodronato encapsulado en 
liposomas (Fig. 52B). El ANOVA de una vía permitió observar tras la 
administración de LPS una bajada en los niveles de 15d-PGJ2 a los 30 minutos, 
1, 3, 5, 8, 12 y 24 horas de la administración de LPS con respecto al CONTROL 
(tiempo 0) (Fig. 52A). Por el contrario, los niveles de PGE2 aumentaron a las 3, 
5, 8 y 12 horas tras LPS (Fig. 52A) con respecto a su CONTROL (tiempo 0).  Tras 
la depleción de los PVM (Fig. 52B) los niveles iniciales o basales de 15d-PGJ2 
fueron más bajos, y se mantienen así a los 30 minutos, 1, 3, 5, 8, 12 y 24 horas 
con respecto a su control (tiempo 0), Por el contrario, los niveles de PGE2 
presentarom un notable aumento a la 1, 3, 5 y 8 horas con respecto a su 
CONTROL (tiempo 0), coincidente con los bajos niveles de 15d-PGJ2 (Fig. 52B). 
 
Fig. 52.-Niveles de prostaglandinas PGE2 y15d-PGJ2 en médula ventrolateral, en un curso 
temporal de 24 horas, en ratas tratadas con la administración central de clodronato en liposomas 
(CLO) (Fig. B) o su vehículo (PBS) (Fig. A) tras la administración de LPS. La curva representa 
representan la media + EEM. &&&& p <0.0001 vs CONTROL (tiempo0) PGE2, &&& p <0.001 vs 
CONTROL (tiempo 0) PGE2, && p <0.01 vs CONTROL (tiempo0) PGE2, *** p <0.001 vs 
CONTROL (tiempo 0) 15d- PGJ2, ** p <0.01 vs CONTROL (tiempo0) 15d-PGJ2. ANOVA de una 






4.7 Efectos de la administración de oligonucleótidos 
modificado antisentido silenciador de ARNm (GapmeR) 
sobre genes antiinflamatorios 
 
Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en los distintos modelos 
incluidos en esta Tesis Doctoral y en especial los descritos en este último bloque 
que sugieren un papel antiinflamatorio de los PVM en un modelo agudo de 
administración sistémica de LPS, nos planteamos la posibilidad de poner a punto 
una metodología para inhibir un gen de interés en los PVM, yendo un paso más 
allá de su depleción con clodronato encapsulando en liposomas,  que es a día 
de hoy la única forma que nos permite conocer el papel de estas células en 
distintas condiciones fisiopatológicas.  
Para ello, se administró por vía icv una solución de Oligonucleótido 
modificado antisentido silenciador de ARNm y ARNInc tipo GapmeR, que llevaba 
secuencias de inhibición del enzima sintasa responsable de la producción de la 
prostaglandina 15d-PGJ2, la PGD2 sintasa lipocalina (L-PGDS), permitiendo así 
su silenciamiento selectivo en los PVM. Las principales desventajas de las 
herramientas de inhibición génica comúnmente utilizadas son su baja afinidad 
hacia las moléculas de ARNm diana y sus efectos secundarios tóxicos. Algunos 
de estos problemas se han resuelto en nucleótidos de "segunda generación" con 
modificaciones de alquilo en la posición 2 'de la ribosa. En los últimos años, se 
ha logrado un progreso valioso mediante el desarrollo de nuevos nucleótidos 
químicamente modificados con propiedades mejoradas tales como una mayor 
estabilidad del suero, una mayor afinidad y una baja toxicidad. Además una 
ventaja más de los GapmeR es su potencial inhibidor, que ocurre no solo en 
citoplasma sino también a nivel nuclear, lo que se traduce en una inhibición más 
estable y prolongada (Kurreck, 2003). Pocos son los estudios en SNC, así como 
en otros contextos, con la utilización de los GapmeR, pero los que existen han 
obtenido resultados muy prometedores en modelos de isquemia cerebral y de 





Por otro lado, la construcción del vehículo (liposoma), fue el punto crucial 
para la consecución del objetivo planteado. La presencia de la manosa en la 
vesícula idealizada y su funcionalización fue uno de los puntos de mayor 
relevancia en lo que se refiere al direccionamiento de la vesícula hacia los PVM 
(una colaboración realizada con el grupo Mecánica de Microsistemas Biológicos, 
Dres.  Francisco Monroy y Lara Moleiro, del Departamento de Química física I, 
Universidad Complutense de Madrid). Además de la elección de los lípidos, que 
presentaban afinidad al inhibidor génico, y poca toxicidad, así hemos podido 
llegar a los resultados preliminares presentados en este apartado.  
Estos estudios preliminares nos permitieron realizar una validación de la 
metodología. Los GapmeR fueron marcados con fluoresceína (emitiendo a 
488mm), los PVM con CD206, en rojo (emitiendo a 555mm). En la figura abajo 
se puede apreciar la localización entre el PVM (rojo) y el GapmeR (verde), cual 
parece ubicarse tanto citoplasma como en núcleo, que puede ser apreciado a 
través de la tinción de DAPI (azul) en núcleo (Fig. 53) en corteza. 
Fig.53.- Presencia de GapmeR en verde, co-localizando con PVM (CD206) en rojo, por 
inmunofluorecencia, tras la administración central de liposomas encapsulando GapmeR, en 





En segundo lugar, quisimos validar si la administración de GapmeR había 
producido la inhibición del gen de interés (L-PGDS). Esta comprobación se 
realizó mediante la técnica de hibridación “in situ” (colaboración realizada con el 
grupo Neurofarmacología de Sistemas en el Instituto de investigaciones 
biomédicas de Barcelona (CSIC) (Dres. Francesc Artigas y Analía Botolozzi) en 
cortes de cerebro de distintas áreas cerebrales de animales CONTROL en los 
que se administró la emulsión de liposomas que encapsularon GapmeR o su 
vehículo (Figs. 54A-B). En los cortes de corteza frontal de rata control se ha 
podido observar el marcaje de la sonda de la secuencia de ARNm de L-PDGS 
en menínges y en la vasculatura del parénquima cerebral.  Esta señal de la 
sonda de ARNm de la secuencia de L-PDGS marcada se ve reducida en los 
animales que recibieron la administración central de la emulsión de liposoma 
conteniendo GapmeR encapsulado (Figs.54B y C).  Cabe destacar que el efecto 
es menos pronunciado a niveld de las menínges (Fig. 54C-D). 
Fig. 54.-Hibridación “in situ” (ISH) en corteza frontal en ratones tratados con la administración 
central de Liposomas encapsulando PBS (A) (CONTROL) o (GAPMER) (B). Administración 
central de Liposomas encapsulando PBS (C) (CONTROL) o (GAPMER) (D) en meninges. 
 
 5 DISCUSIÓN  
 
  





5.1 Discusión: papel de los PVM en un modelo de estrés agudo 
por inmovilización. 
 
Nuestro primer estudio sugiere que los PVM pueden ser considerados 
como elementos reguladores relevantes de la respuesta inflamatoria y del estrés 
oxidativo / nitrosativo inducidos por el estrés agudo en la corteza frontal de ratas. 
Específicamente, la depleción selectiva de PVM está relacionada con: 1) 
descenso en los nveles de la citocina proinflamatoria TNFα y en la vía 
relacionada con la señalización aguda por citocinas JAK / STAT; 2) Aumento en 
la expresión de receptores de IL-1β y 6 en condiciones de estrés; 3)  descenso 
en la expresión de los elementos de la vía de señalización de TLR-4 (Myd88 
especialmente); 4) disminución en la expresión de NF-κB, IκBα y COXs, y 
finalmente, 5) descenso en los niveles del marcador de estrés oxidativo 4-HNE 
paralelo a un aumento en la expresión de la vía antioxidante Nrf2 y de sus 
enzimas dependientes GRS-1 y PARK7 bajo condiciones de exposición a estrés. 
Los resultados apoyan la existencia de una relación compleja entre los 
PVM y la señalización de citocinas proinflamatorias. En este sentido, un estudio 
reciente que examina el transcriptoma inflamatorio de células relacionadas con 
la vasculatura del cerebro anterior mediante la selección de células activadas por 
fluorescencia en ratones control e inmunocomprometidos señala que los PVM 
son la principal fuente de citocinas proinflamatorias en condiciones de control y 
tras la administración intraperitoneal de LPS (Vasilache et al., 2015).  En 
nuestras condiciones experimentales, los niveles de IL-1β permanecieron 
inalterados después de 6 h de estrés. Sin embargo, en animales con ausencia 
de PVM, el TNFα apareció marcadamente reducido tanto en animales control 
como en animales sometidos a estrés sin PVM, siendo la expresión de IL-6 
también menor, pero sin alcanzar significación estadística. Estos resultados 
sugieren un papel predominante para TNF-α en comparación con otras citocinas 
proinflamatorias en nuestras condiciones experimentales particulares de estrés 
de restricción aguda, como se ha demostrado previamente en este modelo 





También se ha podido observar un marcado aumento de IL-6R en 
animales CLO+ESTRÉS 6H, que podría considerarse una respuesta del 
endotelio a los niveles reducidos, aunque no significativos, de IL-6. Se necesitan 
más estudios inmunohistoquímicos o de “sorting” celular para dilucidar las 
fuentes de citocinas y las interacciones existentes entre distintos tipos celulares 
que expresan sus receptores en la exposición al estrés agudo por inmovilización.  
Los resultados obtenidos en los elementos de la vía de señalización JAK 
/ STAT dirigida a citocinas también podrían corroborar los resultados obtenidos. 
STAT3 y su inhibidor SOCS3 se expresan en PVM en gran medida (Vasilache et 
al., 2015), y la activación específica de STAT3 se ha relacionado recientemente 
con la ruta de TNFα / IL-6 / IL-6R en un modelo in vitro de muerte celular 
microglial inducida por metanfetamina (Coelho-Santos et al., 2012). De hecho, la 
vía de señalización JAK / STAT está emergiendo como regulador de la 
supervivencia neuronal y glial, la plasticidad sináptica y las vías de señalización 
intracelular afectadas en condiciones fisiológicas y patológicas del SNC 
relacionadas con el estrés, más típicamente estímulos agudos y puede 
considerarse un nuevo objetivo terapéutico atractivo a explorar (Nicolas et al., 
2013). 
Con respecto a la vía de señalización de TLR-4, la disminución de la 
expresión de la proteína MyD88 en animales estresados sin PVM es 
especialmente notable. MyD88 se expresa en células endoteliales y en PVM, y 
está regulado al alza en respuesta a LPS en ambos tipos celulares (Vasilache et 
al., 2015). Otros autores sugieren un papel esencial para el MyD88 endotelial 
(pero no en PVM) en la activación neuronal y la liberación de glucocorticoides 
tras la administración intraperitoneal de IL-1β (Gosselin & Rivest, 2008).  Se 
necesitan más estudios para evaluar si la depleción de los PVM es suficiente 
para explicar el bloqueo total de la expresión de MyD88 en las condiciones de 
estrés aquí mostradas o si hay otros tipos celulares que expresan MyD88, como 
la microglía o las neuronas implicadas. Además, la regulación a la baja HMGB1 
aquí reportada también podría estar implicada, ya que la expresión de Myd88 
está directamente regulada por HMGB-1 en las neuronas corticales primarias de 





Nuestros resultados muestran una regulación a la baja de COXs y 
mPGES-1 (que no se corresponde con diferencias en los niveles totales de 
PGE2) en animales estresados sin PVM, resultados que coinciden con un estudio 
previo que utiliza como modelo la exposición a 30 min de estrés por 
inmovilización (Serrats et al., 2017). Nuestros resultados también permiten 
observar un aumento de la producción de 15d-PGJ2 en los animales sin PVM, 
mecanismo de regulación antiinflamatorio ya descrito anteriormente en un 
modelo de estrés por inmovilización y que podría estar relacionado con los 
resultados observados en la inhibición de los niveles de citocinas, TLR-4, NF-κB 
y la potenciación de los sistemas antioxidantes (Garcia-Bueno et al., 2005).   
En lo que se refiere a las respuestas de fase aguda dependientes de la 
producción de PGE2 a nivel vascular, vale la pena mencionar que la depleción 
de PVM produce resultados diferenciales en función del estímulo inmune 
aplicado: en el caso del LPS sistémico, la falta de PVM exacerba las respuestas 
de fase aguda como la síntesis de glucocorticoides o la fiebre, y por el contrario, 
después de un dosis intravenosa baja a moderada de IL-1B estas respuestas 
están bloqueadas (Serrats et al., 2010). Esta última situación experimental 
parece ser más similar a la exposición al estrés agudo por inmovilización aquí 
utilizado. Las causas de estos aparentes papeles divergentes para PVM aún se 
desconocen, pero las diferencias entre LPS y estrés agudo por inmovilización en 
la regulación de TLR-4 y los receptores de citocinas en las células endoteliales 
que conforman la unidad neurovascular, así como en el grado y la eficiencia de 
la síntesis de las citocinas proinflamatorias deben ser exploradas (Roth, 2015).  
Los PMV se han relacionado previamente con la regulación de las vías de 
estrés oxidativo/nitrosativo en diferentes condiciones experimentales. En 
particular, los PVM se han relacionado con la disfunción endotelial producida por 
un aumento del estrés oxidativo/nitrosativo vascular producido por la NADPH 
oxidasa que contiene NOX2 en un modelo de Alzheimer basado en la 
acumulación de péptidos Aβ (Park et al., 2017), y en ratones hipertensos (Faraco 
et al., 2017). Nuestros resultados también respaldan el papel de los PVM como 
inductores directos/indirectos de estrés oxidativo/nitrosativo (niveles 
aumentados del índice de peroxidación lipídica 4-HNE), no solo a nivel 





ratas sometidas a la inmovilización aguda. Aquí, también mostramos una 
relación no descrita previamente entre los PVM y el sistema antioxidante 
endógeno dependiente de la activación de Nrf2. Estos resultados son notables 
teniendo en cuenta el papel neuroprotector emergente de la vía Nrf2 en las 
enfermedades neuropsiquiátricas/neurodegenerativas y relacionadas con el 
estrés (Johnson et al., 2008; Roth, 2015; Martin-Hernandez et al., 2016).  
Los resultados observados para PARK7 probablemente estén 
relacionados con la regulación de Nrf2 encontrada en nuestras condiciones 
experimentales, ya que se ha propuesto a PARK7 como un activador de la ruta 
Nrf2 induciendo genes antioxidantes (Milani et al., 2013). Las interacciones 
mecanísticas son complejas, pero en particular, PARK7 estabiliza Nrf2 al 
interferir con su degradación y facilita la translocación nuclear de Nrf2 al evitar la 
unión con su proteína inhibidora Keap1 en ratones (Clements et al., 2006a). Se 
ha podido observar también un efecto del estrés con respecto al aumento de los 
niveles de la prostaglandina 15d-PGJ2, un importante mediador responsable por 
la activación de la respuesta antioxidante a través de Nrf2, coincidente con otros 
estudios en el SNC (Haskew-Layton et al., 2013).  
Con respecto a los niveles de corticosterona, cabe destacar que el grupo 
de animales estresados con PVM intactos presenta solo una tendencia al 
aumento con respecto al grupo control, tendencia que desaparece por completo 
en los animales sin PVM. Este efecto del estrés es menor del esperado en 
relación con estudios previos utilizando este protocolo de estrés agudo, (García-
Bueno et al., 2005) lo que podría estar relacionado con la técnica de icv sufrida 
una semana antes, lo que ha podido producir una desensibilización del eje del 
estrés frente al estímulo por inmovilización posterior. Nuestros resultados en los 
animales tratatados con CLO coinciden con un estudio previo, en el que se puede 
observar como la exposición a estrés por inmovilización no produce un aumento 
de corticosterona en los animales sin PVM (Serrats et al., 2017). Estudios futuros 
deben profundizar en el papel de los PVMs en la regulación del eje HHA del 
estrés en modelos de activación inmune de diferente duración y naturaleza, así 
como la cuantificación de otros parámetros a distintos tiempos, como los niveles 
plasmáticos de ACTH o los niveles de ARNm de CRF en el núcleo 





Por lo tanto, en lo que se refiere al modelo agudo por inmovilización, 
podríamos concluir que los PVM presentan un perfil proinflamatorio / oxidante en 
nuestras condiciones experimentales. 
5.2 Discusión: papel de los PVM en un modelo de estrés crónico 
“CMS”. 
Nuestro segundo bloque de experimentos tenía como objetivo extender el 
posible perfil traslacional de los resultados obtenidos en el modelo de estrés 
agudo por inmovilización, estudiando el papel de los PVM en un modelo 
ampliamente utilizado y validado de depresión en humanos como es la 
exposición crónica a estrés moderado o CMS (del inglés Chronic Mild Stress). 
Para ello determinamos la expresión de los mediadores 
pro/antiinflamatorios y oxidantes previamente evaluados en un curso temporal, 
en el que se sacrificó a los animales a la 1ª, 2ª y 3ª semana de CMS. 
Tras 21 días de estrés, el único resultado reseñable derivado de la 
depleción de PVM fue que la expresión de la mayoría de los marcadores 
analizados de la vía de TLR-4 mostraron una tendencia a la disminución. En el 
caso de los niveles de TLR-4, a los 7 y 14 días de exposición al CMS no se 
encontraron cambios significativos hasta los 21 días, que se observó una 
disminución en el grupo CLO+CMS 21 DIAS. Esta alteración puede sugerir que 
este receptor es regulado en gran parte por los PVM ante estímulos de estrés en 
condiciones crónicas. Una tendencia similar se ha podido ver en el receptor 
CD14 al receptor TLR-4, a diferencia que en el CMS de 7 días se observó una 
disminución de los niveles en el grupo CLO+CONTROL, a los 14 días no hubo 
cambios, mientras que a los 21 días del tratamiento se encontró una disminución 
en el grupo con CLO+ CMS 21 DIAS. La proteína MD-2, mostró efectos por parte 
de la exposición al CMS a los 7 días, observándose una disminución. Sin 
embargo, a los 14 días no se observaron diferencias entre tratamientos, mientras 
que en el grupo CMS 21 DIAS, similar a TLR-4 y CD14, tuvo una disminución en 
sus niveles. Los niveles de la proteína MyD88 resultaron más alterados que el 
resto de los marcadores analizados, observándose que tanto la exposición al 





A los 7 días se observó una disminución de los niveles en los grupos de 
CLO+CONTROL y PBS+CMS 7 DIAS. Notablemente fue el único marcador en 
el que se observó un cambio en la exposición al CMS a los 14 días, aumentó sus 
niveles en el grupo CLO + CMS 21 DIAS, y en la etapa de los 21 días se observó 
la misma tendencia de disminución de MyD88 en el tratamiento de CLO control 
y CMS similar al resto de proteínas analizadas de la vía de TLR-4. El estudio de 
las proteínas HMGB-1 y HSP60 fue la manera de relacionar su papel como 
DAMPs en la activación de la vía de TLR-4. La proteína HMGB-1 no mostró 
cambios en ninguna de las etapas de exposición al CMS, mientras que HSP60 
mostró una disminución por efecto en el grupo PBS+CMS 21 DIAS, sin diferencia 
tras la la depleción de los PVM. En resumen, se puede decir que los PVM están 
implicados en la regulación de la vía de inmunidad innata TLR-4 y que su 
ausencia induce una baja de la respuesta inflamatoria a media que aumenta el 
tiempo de exposición al estrés.  
En el caso de las citocinas, no se pudo corroborar los efectos observados 
a nivel agudo sobre TNFα tras la depleción de PVM y solo hubo cambios en los 
niveles proteícos de los receptores IL-1R (descenso) e IL-6R (aumento). Estos 
cambios podrían reflejar la complejidad en la señalización de citocinas 
proinflamatorias en modelos crónicos, así como popsibles mecanismos de 
adaptación de otros tipos celulares frente a la depleción de PVM, pero no nos 
permiten extraer ninguna conclusión. Lo que parece claro es que en el caso de 
la expresión TNFα, la depleción de los PVM ni la exposición al CMS en el curso 
temporal ha permitido observar cambios, lo que sugiere que esta molécula no 
está regulada por PVM en el estrés crónico, lo contrario de lo que se sucede en 
la exposición a estrés agudo. 
En cuanto al resto de mediadores inflamatorios y de estrés oxidativo, la 
depleción de PVM solo afectó tras 21 días de estrés a los niveles de la subunidad 
proinflammatoria p65 de NF-Kb, produciendo un aumento en sus niveles. Los 
niveles de su inhibidor IkB se mantuvieron bajos. Sin embargo, este aumento no 
se vio correlacionado con un aumento de los mediadores proinflamatorios, estrés 
oxidativo y mecanismos antioxidantes de respuesta. Este desacoplamiento 





Por último, se evaluaron los niveles de corticosterona, y se observó un 
efecto muy distinto del producido por la depleción de PVM en el modelo agudo, 
observándose un aumento muy pronunciado tras la depleción de los PVM tras la 
exposición al CMS a los 7 días, y que se mantiene, aunque de manera menos 
acusada a los 14 y 21 días de estrés. Una vez más se observa cómo el tipo y la 
duración de estrés puede hacer que los PVM tengan efectos contrapuestos en 
la regulación de la respuesta inflamatoria, lo que hace difícil extraer conclusiones 
del modelo de estrés crónico utilizado. Es posible que las alteraciones a nivel 
vascular en el modelo de CMS sean menos acusadas o tengan menor 
importancia que en modelos agudos de LPS o estrés y todo ello explique la 
pérdida de efectos producidos por la depleción de PVM. Otra explicación podría 
ser la activación de vías homeostáticas por parte de otros tipos celulares 
relacionados con la respuesta inmune. 
5.3 Discusión: papel de los PVM en el tráfico de células inmune 
y en el comportamiento 
 
En este apartado de la presente Tesis Doctoral se pretendió verificar el 
papel de los PVM en la regulación del tráfico de células inmunes a través de 
citometria de flujo en los diferentes modelos propuestos. 
En el primer experimento realizado, en el centro receptor de la OSU (Ohio 
State University) utiizando un modelo de LPS de 24h, no se pudo observar 
diferencias significativas, posiblemente por tratarse de un estudio piloto con un 
número de animales reducido. No obstante, se pudieron observar tendencias 
muy interesantes para el desarrollo de los futuros experimentos, como el 
aumento de granulocitos y monocitos (Ly6Chi) y de las citocinas proinflamatorias 
IL-1β, IL-6 y TNF-α, sugiriéndose una posible regulación de los PVM en este 
proceso.  
Ya en el segundo experimento realizado, en un modelo de estrés social o 
RSD, fue posible observar datos más consistentes con respecto al papel de los 
PVM en el tráfico de células inmunes. Se observó un efecto del tratamiento con 





con datos de un reciente estudio realizados en un modelo de daño isquémico 
tras la depleción de los PVM (Pedragosa et al., 2018). Se pudo observar también 
un aumento en el porcentaje de monocitos (Ly6Chi) con un perfil clásicamente 
proinflamatorio, previamente descrito en muchos estudios realizados por el 
centro en el que se desarrolló la estancia predoctoral, tanto en modelos de estrés 
como en modelos de administración periférica de LPS (Weber et al., 2017). 
Aunque no se haya observado una diferencia significantiva en el tráfico de estos 
monocitos (Ly6Chi) tras la administración de CLO, se ha observado una 
tendencia a la baja.  Con respecto a los linfocitos T, los resultados sugieren un 
efecto de la depleción de los PVM, que se traduce en el aumento de linfocitos T, 
coincidiendo con datos publicados en un modelo de esclerosis múltiple (Faraco 
et al., 2017). Aunque no fuera uno de los objetivos principales de este estudio, 
también hemos evaluado los niveles de los monocitos Ly6Clow, un perfil de 
monocitos descrito por algunos autores como centinelas del sistema inmune o 
reparador, y se pudo constatar que en el grupo control su número permanece 
más elevado que en el grupo de animales sometidos a estrés, coincidiendo con 
previos estudios de estrés y también LPS (Weber et al., 2017). 
Tanto en el estudio realizado en estrés social (RDS) como en el modelo 
subcrónico de LPS 3 DIAS, se ha podido observar un efecto del modelo en el 
tráfico de células inmune en periferia, tanto en sangre como en lo que se refiere 
al aumento del peso del bazo, uno de los principales indicadores de una 
activación inmune en relación al tráfico de células, ya que es el órgano 
responsable del acúmulo de leucocitos (granulocitos y monocitos) (Avitsur et al., 
2002). Estas células tienen un fenotipo único ya que no solo son insensibles a 
GC cuando se trata de modelo de estrés social, sino que también poseen un 
fenotipo activado, es decir, tienen niveles elevados de receptores Toll-like (TLR), 
moléculas de adhesión y receptores coestimuladores en su superficie (Reader 
et al., 2015). Cuando se estimulan, estas células producen altos niveles de 
citocinas y quimiocinas proinflamatorias, promoviendo así un entorno nocivo en 
la periferia. En cualquier caso, no se ha podido observar un efecto del tratamiento 
CLO, lo que podría sugerir que el papel regulador de los PVM no se extiende a 
la periferia.  Esta respuesta en bazo, ha sido atribuida a otros factores como por 





estrés en un efecto dependiente de la acción de las catecolaminas. Los factores 
estresantes breves o agudos activan la señalización simpática que aumenta la 
noradrenalina (NA) para movilizar leucocitos "alojados" en la circulación de 
reservorios que incluyen bazo, BM y ganglios linfáticos (Dhabhar et al., 2012). 
Teniendo en cuenta que los PVM han sido descritos como reguladores del eje 
HHA (Serrats et al., 2010) (Serrats et al., 2017), sería interesante explorar la 
regulación catecolaminérgica sobre estas células. Así como un estudio, 
buscando explorar las células con perfiles más especializados, en bazo, médula 
y ganglios linfáticos.  
Tras la administración de LPS, se ha podido observar un aumento en los 
niveles de mediadores implicados en una respuesta inflamatoria en el SNC como 
por ejemplo citocinas, especialmente IL-1β, una respuesta ampliamente descrita 
en modelos de administración de LPS o estrés (Weber et al., 2017) y una 
disminución de la expresión génica de estas citocinas resultante de la depleción 
de los PVM, sugiriendo que uno de los mecanismos de la respuesta inmune 
regulada por los PVM puede ser dependiente de esta citocina en el modelo de 
LPS, pero no tanto en modelos de estrés por inmovilización, en los que es el 
TNFα el que parece estar más implicado.  
El eje quimiotáctico CCL2-CCR2 está implicado en la mediación de la 
infiltración de leucocitos en el SNC bajo una variedad de afecciones que incluyen 
encefalitis por VIH (Eugenin et al., 2006), isquemia (Dimitrijevic et al., 2006), 
enfermedad priónica (Gomez-Nicola et al., 2014) y estrés (Wohleb et al., 2013). 
En nuestro estudio la disminución de los receptores de MCP-1 (CCR2), en 
ausencia de los PVM, coinciden consistentemente con la inhibición en el tráfico 
de las células mieloides cerebrales, lo que puede indicar que la MCP-1, uno de 
los mediadores responsables directos por el tráfico de células inmune en 
cerebro, pueden estar siendo regulado por los PVM.  
Aunque la microglia exprese CX3CR1 en el SNC este receptor también es 
expresado por células en circulación como monocitos, células dendríticas (DC) 
y células T y células “natural killer” en circulación y por la microglia en el SNC 
(Harrison et al., 1998). Los resultados obtenidos coinciden con los datos del 





podría explicar su aumento tras la administración de LPS y disminución en 
consecuencia del tratamiento con CLO. Algunos estudios en modelos de estrés 
sugieren una relación entre la actividad neuronal y la activación microglial. Esta 
interpretación está respaldada por el hecho de que la activación neuronal 
precede temporalmente a la activación microglial y a la producción de citocinas 
(Wohleb et al., 2011; Wohleb et al., 2013). Es posible que estos dos eventos 
actúen de forma independiente, lo que podría explicar la ausencia de diferencias 
en la expresión génica de la fractalquina tras la administración de LPS durante 3 
días. Son necesarios estudios más detallados para caracterizar la señalización 
a través de este receptor y las células involucradas en ella.  
En modelos de neuroinflamación se ha podido observar el aumento de la 
expresión de moléculas de adhesión como ICAM / VCAM en células endoteliales 
de la BHE. Tanto ICAM como VCAM se correlacionaron con el tráfico periférico 
de monocitos (Sawicki et al., 2015), coincidiendo con los resultados observados 
en nuestro estudio. Aunque no se ha podido apreciar un efecto de la depleción 
de los PVM, sugiriendo que al menos en nuestro modelo el efecto de PVM en el 
tráfico celular no está muy relacionado con estas móleculas, al menos en el 
momento del sacrificio. 
Ciertas condiciones patológicas en el SNC con un componente inflamatorio 
resultan en el aumento de la expresión de enzimas de degradación como las 
metaloproteinasas de matriz (MMP), MMP-9 en particular (Weber et al., 2017). 
Teniendo en cuenta que los macrófagos la expresan y rompen la barrera 
astrocítica que exacerba la infiltración de la vasculatura en el parénquima 
(Bechmann et al, 2007), decidimos verificar sus niveles en nuestro modelo y 
hemos podido observar que hay un aumento en la expresión de la MMP9 por la 
administración de LPS como en otras condiciones patológicas como isquemia, 
trastornos neurodegenerativos como esclerosis múltiple, enfermedad de 
Alzheimer, Parkinson, que resulta en un aumento resultante del tráfico de células 
inmune en estas patologías (Weber et al., 2017). Además de manera notable se 
ha podido observar una disminución en su expresión génica tras la depleción de 
los PVM, lo que evidencia una regulación local de estas células en la expresión 
de la MMP-9. Mientras se redactaba esta Tesis Doctoral, se ha publicado un 





dependiente de los efectos del factor de crecimiento endodelial vascular (VEGF) 
(Pedragosa et al., 2018), Curiosamente, los PVM están involucrados en el 
mantenimiento de la función de barrera vascular en la periferia en condiciones 
fisiológicas (Gupta et al., 2016; He et al., 2016). Por lo que merece la pena 
explorar sus efectos a nivel del mantenimiento de la BHE y en particular, un 
posible mecanismo dependiente de VEG en el SNC.  
En lo que se refiere al tráfico de células inmunes en el modelo de LPS 3 
DIAS, estudiado a través de citometria de flujo en una metodología puesta a 
punto en el laboratorio donde se desarrolló esta Tesis Doctoral, se ha podido 
observar que tras la administración de LPS produce un aumento en el tráfico de 
las células mieloides cerebrales totales (CD45hicd11b+), coincidiendo con la 
literatura previa relacionada, siendo un evento ampliamente descrito en modelos 
periféricos tanto de LPS como modelos de estrés (Weber et al., 2017). Se ha 
podido observar que tras la administración de LPS, la aparición de una 
subpoblación de células mieloides cerebrales (CD45hiCD11b+) que se sitúa 
entre la microglia y la población de CD45hiCD11b+, y aparentemente 
representando un porcentaje total aumentado. Este escenario coincide con 
estudios en modelos de isquemia cerebral (Pedragosa et al., 2018), en donde se 
han identificado mayoritariamente como granulocitos. La presencia de esta 
subpoblación no es algo muy habitual en modelos de LPS. Además, los 
experimentos piloto realizados en nuestro laboratorio, en fase de optimización 
de la citometria de flujo, siempre han sido realizados bajo la administración de 
LPS en una concentración de 0,83mg/kg durante los tres días, en los que no se 
apreciaba la presencia de dicha subpoblación (datos no mostrados). Esto nos 
permite discutir la posibilidad de que la administración de LPS 3 DIAS en dosis 
progresivas (0.208/0.415/0.83 mg/kg), actúe activando una respuesta inmune y 
previniendo la tolerancia al LPS, no solo en mediadores bioquímicos o en 
aspectos comportamentales descritos previamente (Wickens et al., 2017), pero 
también en el tráfico de células inmunes, una vez que todos estos eventos están 
estrechamente relacionados (Weber et al., 2017). Un estudio comparativo entre 
ambas dosis permitiría elucidar el efecto de la tolerancia de LPS, en lo que se 
refiere al tráfico de células inmunes y demás parámetros implicados, como 





Además del aumento en el porcentaje de células mieloides cerebrales 
(CD45hiCD11b+) en consecuencia de la activación de una respuesta inmune, se 
ha podido observar un efecto del tratamiento con CLO, ya que este aumento se 
previene en ausencia de los PVM. Un efecto muy similar se encontró en el tráfico 
de monocitos (Ly6Chi) con un fenotipo proinflamatorio, que de igual manera se 
ha visto reducido tras la administración del CLO.  Otra evidencia que enfatiza el 
aumento del tráfico de células inmunes en el SNC se refiere una alteración en la 
relación microglia/células mieloides. Si en una situación basal (CONTROL) esta 
ratio es es 1 célula mieloide cerebral por cada 4 células de microglia, esta 
relación se ve regulada en los grupos que reciben la administración de LPS, lo 
que explica la variación a la baja observada en el porcentaje de microglia. Cabe 
reseñar que no se observa variación con respecto a la población de microglia 
total, un dato constatado también por nuestros datos de inmunofluorescencia. 
Estos resultados sugieren un papel regulador en el tráfico de células mieloides 
totales, así como monocitos (Ly6Chi). 
En lo que se refiere a los linfocitos T se ha podido observar en el modelo 
de estrés social (RSD) un efecto de la depleción de los PVM, regulando el tráfico 
de estas células en SNC, en el grupo CLO con respecto al grupo PBS. Datos 
que coinciden con estudios en un modelo de esclerosis múltiple (Polfliet et al., 
2001).  Se ha podido observar también el mismo efecto en el grupo PBS+ RSD 
con respecto al grupo CLO+ RSD, aunque notablemente no se haya apreciado 
un efecto del estrés social (RSD), con respecto al porcentaje de linfocitos. 
Algunos autores atribuyen la ausencia de efectos en el número  de linfocitos en 
algunos modelos de neuroinflamacion a una alteración en la hematopoyesis, 
direccionando la respuesta inmune a la producción de células mieloides 
(fundamentalmente priorizando una respuesta inmune innata) (Engler et al., 
2004) (McKim et al., 2016).  Estos resultados, podrían atribuir a los PVM un papel 
regulador en el tráfico de linfocitos T en una situación fisiológica y no excluyen 
que los PVM, puedan regular el tráfico de linfocitos en distitnos modelos de 
neuroinflamación. Un estudio en modelo crónico podría elucidar el papel de los 
PVM sobre el tráfico celular de los linfocitos de forma más traslacional.   La baja 
diferencia en el tráfico de linfocitos T entre los grupos en el experimento 





PBS realizadas en los animales para ralizar este experimento, eliminando los 
linfocitos T circulantes en la vasculatura cerebral.  
Los experimentos comportamentales realizados en el modelo de 
administración subcrónica de LPS 3 DIAS han producido efectos muy 
pronunciados. Se ha podido comprobar que los animales que recibieron la 
administración de LPS 3 DIAS, respondieron con un déficit en la interacción 
social, traduciéndose en “sickness behaviour”, lo que concuerda con muchos 
otros estudios relacionados con la administración de LPS y modelos de estrés 
(Wohleb et al., 2012).  Sin embargo, no se ha podido observar un efecto de la 
depleción de los PVM, aunque uno de los parámetros evaluados: la latencia al 
primer contacto entre los animales, ha presentado una tendencia a verse 
disminuida en los animales sin PVM.  
El “open field” ha sido ampliamente descrito como un test validado para la 
evaluación de la ansiedad (Carola et al., 2002; Seibenhener & Wooten, 2015). 
Muchos son los estudios donde se ha podido observar el efecto de la 
administración de LPS, hasta 72 horas después de su administración, en lo que 
se refiere a la ansiedad (Wohleb et al., 2012; Wickens et al., 2017), coincidiendo 
con nuestro estudio. No se ha observado un efecto de la depleción de los PVM. 
Ambos test realizados no presentaron suficiente sensibilidad para evaluar 
el efecto de la depleción de los PVM, probablemente como consecuencia de un 
efecto muy marcado del modelo de 3 días de LPS en las variables estudiadas, 
que enmascara el efecto de la depleción de PVM. Son necesarios más estudios 
en este sentido, como por ejemplo la realización del test de comportamiento tras 
la administración de cada dosis de LPS, lo que nos permitiría realizar un 
seguimiento temporal de las alteraciones comportamentales, con o sin la 
presencia de PVM.   
La administración de LPS 3 DIAS, así como estrés social provoca un cambio 
evidente, en el perfil inflamatorio de las células mieloides y su distribución, 
además de afectar a muchos mediadores responsables por una respuesta 
inmune en neuroinflamacion y al tráfico de células inmunes. Se ha podido 
observar que en algunos parámetros bioquímicos los PVM, regulan directamente 





linfoides, más estudios son necesarios, para evaluar el mecanismo dependiente 
de los PVM, el efecto a nivel de comportamiento, así como su potencial 
traslacionalidad en un modelo crónico de activación a inmune por exposición a 
distintos tipos de estrés. 
5.4 Discusión: papel regulador de los PVM en la sintesis de 
prostaglandinas e inhibición génica selectiva en los PVM. 
 
Como describen estudios previos, se ha podido atribuir un papel regulador 
de los PVM en la producción de la prostaglandina PGE2 vascular tras la 
administración a distintos estímulos inmunes, montando una serie de respuestas 
de fase aguda (Serrats et al., 2010; Serrats et al., 2017). La síntesis de PGE2 
está regulada por la prostaglandina 15d-PGJ2, con potencial antiinflamatorio a 
través del receptor PPARү, como ha sido demostrado en modelos de 
enfermedades neuropsiquiatricas, (Garcia-Bueno et al., 2010). Debido a esta 
relación, hemos decido verificar si la relación entre estas prostaglandinas de 
distinto perfil puede estar regulada por los PVM. Primero demostramos que la 
vía antiinflamatoria L-PGDS/15d-PGJ2/PPARγ está expresada en PVM. 
Posteriormente, realizamos un curso temporal en la expresión de ambas tras la 
administración de LPS y se pudo apreciar una disminución pronunciada de la 
15d-PGJ2, a diferentes tiempos, hasta un máximo de 24 horas con respecto a su 
control (tiempo 0) que coincide con un aumento de la síntesis de PGE2 con pico 
tras 3 horas de la administración de LPS. Por otro lado, al deplecionar los PVM, 
la síntesis de la 15d-PGJ2, los niveles a tiempo 0 son muy reducidos, y esto 
coincide con el aumento de la PGE2 a niveles más altos que en los animales con 
PVM. Estos resultados podrían sugerir el potencial de la 15d-PGJ2 expresada en 
PVM como reguladora de la producción de PGE2 a nivel vascular y por lo tanto 
en la activación de las respuestas de fase aguda dependientes, como la 
activación del eje HHA del estrés o la fiebre que merece ser explorado en el 
futuro.  
En esta línea, y considerando los resultados de estos experimentos 





proporcionar un estudio más específico de este mecanismo anterior y de manera 
exclusivamente dirigida a los PVM. 
Una colaboración realizada con el grupo “Biofísica para la Biotecnologia y 
la Biomedicina” (Dres. Francisco Monroy y Lara Moleiro), en la Facultad de C.C. 
Químicas de la Universidad Complutense de Madrid, nos permitió la construcción 
de un liposoma que pudiera encapsular un silenciador génico a un tiempo más 
prolongado conocido como GapmeR© .  
Los experimentos preliminares realizados nos han permitido poner a punto 
y constatar la incorporación de una molécula con perfil silenciador génico hacia 
el gen de interés que codifica para la L-PGDS, enzima responsable por la síntesis 
de la prostaglandina 15d-PGJ2, en una emulsión de liposomas vectorizados 
frente a PVM. Esta metodología fue validada a través de la técnica de hibridación 
“in situ”, al observarse la inhibición del gen de interés a nivel vascular. Cabe 
indicar que esta metodología podría ser aplicada a diferentes modelos de 
enfermedades relacionadas al SNC, en las que los PVM puedan tener algún 
papel fisiopatológico. Es necesario comprobar en nuestras condiciones 
experimentales el resultado de la inhibición de esta enzima, comprobando el 
perfil inflamatorio resultante y sus efectos sobre la neuroinflamación, tráfico de 
células inmunes y comportamiento característicos de los modelos agudos 
utilizados en esta Tesis Doctoral, como la administración sistémica de LPS y 
extender los resultados a modelos más traslacionales de patologías psiquiátricas 
relacionandas con la exposición a estrés, como el CMS o la activación inmune 
materna. 
5.5 Discusión global. Limitaciones del estudio. Ideas de futuro. 
 
Los distintos estudios relacionados con el papel de los PVM presentados 
en esta Tesis Doctoral sugieren que su papel regulador es dependiente de la 
naturaleza y tiempo de exposición a los estímulos aplicados. Esta diversidad en 
el papel de los PVM se podido observar en muchos otros tipos de modelos, 





Se ha podido ver cómo estas células pueden presentar un perfil 
proinflamatorio/oxidante, en un modelo agudo por restricción de movimiento, sin 
embargo, este mecanismo no parece tan claro en el modelo de estrés crónico. 
Una posible explicación a las diferencias observadas podría ser que en 
condiciones de estrés agudo la citocina TNF-α podría tener un papel 
predominante en comparación a las demás, como ya se observó previamente 
para este modelo en el laboratorio donde se desarrolla esta Tesis Doctoral 
(Madrigal et al., 2002b). Sin embargo, en modelo crónico el TNFα no parece 
tener un papel tan notable en la respuesta inmune y lo mismo ocurre en el modelo 
subcrónico de LPS, en el que la IL-1β y no TNF-α, parece tener un papel más 
predominante.   
TNFR1 no mostró cambios por efectos de la depleción de PVM ni del CMS, 
sin embargo, TNFR2 tuvo una tendencia a disminuir sus niveles ante la depleción 
de PVM y a la exposición del CMS a los 7 días, distinto de los observado a los 
14 y 21 días donde no se observarón cambios significativos. Este evento, igual 
que IL1R, coincide con los resultados obtenidos de la expresión de TNFα, donde 
no se observarón alteraciones en los niveles. Se podría resumir que, 
principalmente, la IL-1, de igual manera que su receptor jugan un papel 
importante en la respuesta inmune mediada por citocinas proinflamatorias en el 
estrés crónico. 
La mayoría de los marcadores analizados de la vía de TLR-4 mostraron 
una tendencia a la disminución de niveles de síntesis proteica a los 21 días, En 
el caso de los niveles de TLR-4, en las etapas de 7 y 14 días de exposición al 
CMS no se encontraron cambios significativos hasta los 21 días de tratamiento, 
momento en el que se observó una disminución de los niveles en el grupo tratado 
CLO+CMS.  Esta alteración demuestra que este receptor es regulado en gran 
parte por los PVM ante estímulos de estrés en condiciones crónicas, incluso la 
posibilidad de un efecto de tolerancia con respecto a esta vía de señalización, 
más estudios serían necesarios para elucidar este efecto que ha sido observado 
en estudios que abordan cambios comportamentales (Wickens et al., 2017).   
Con respecto al tráfico de células inmunes, hemos podido observar que los 





en en un modelo de administración subcrónica de LPS, sobre todo en lo que se 
refiere al tráfico de monocitos (Ly6Chi) con un perfil inflamatorio por excelencia, 
que se ha visto implicado en cambios comportamentales como los que 
caracterizan al “sickness behaviour en modelos de estrés o LPS. También se ha 
podido observar un papel con respecto al tráfico de linfocitos T, y la síntesis de 
MMP-9, que representa uno de los posibles mecanismos responsables de los 
efectos observados en el tráfico de las células inmune. Más estudios son 
necesarios para investigar si hay alteraciones comportamentales estrechamente 
relacionadas con el tráfico de las células inmunes, y en concreto con el tráfico de 
linfocitos, como por ejemplo en un modelo con una respuesta inflamatoria más 
sutil que el propuesto en este estudio.  
Cabe puntuar que se ha encontrado un número mayor de PVM en las 
muestras cerebrales postmortem de pacientes deprimidos que se suicidaron 
(Schnieder et al., 2014; Torres-Platas et al., 2014), y las cepas de ratones con 
ansiedad alta (ratones 129S2 / Sv) también presentaron un mayor número de 
PVM activadas (MHCII +) en condiciones de control y LPS (Li et al., 2014). PVM 
se han implicado recientemente en la regulación de procesos relacionados con 
la fisiopatología de la depresión, como la neurogénesis adulta del hipocampo, la 
depresión conductual durante la enfermedad y los déficits cognitivos 
relacionados con la depresión (Konsman et al., 2008; Griffin et al., 2013; de 
Miranda et al., 2017), por lo que merece la pena estudios complementarios que 
permitan dilucidar de la implicación de los PVM desde un punto de vista 
comportamental.  
Una posible explicación para la pluralidad de los efectos ocasionados por 
estas células podría estar relacionada con los cambios ocasionados en el 
ambiente tras la depleción, y al intento del sistema en restablecer la homeostasis, 
lo que implicaría montar una respuesta inmune equivalente a partir de otros tipos 
celulares implicados. Estas hipótesis deberan ser comprobadas mediante la 
realilzación de un experimento tipo “Cellular Sorting”, que podría demostrar el 
papel de los diferentes fenotipos celulares en la respuesta inmune en los 





Estos estudios podrían combinarse con la metodología desarrollada en 
esta Tesis Doctoral basada en la administración central de liposomas 
encapsulando un inhibidor génico específico tipo GapmeR© sobre un gen de 
interés, proporcionando resultados mecanísticos más específicos relacionados 
con los PVM.    
En la discusión de la presente Tesis Doctoral deben considerarse algunas 
limitaciones: 1) Los liposomas que contienen CLO pueden deplecionar 
indistintamente los macrófagos PVM y meníngeos. Ambos son residentes del 
parénquima cerebral pero su localizazción es distitnta. Los meníngeos son 
células mieloides situadas en las meninges subdurales y poseen múltiples 
funciones, y aunque parecen tener el mismo fenotipo y origen que los PVM al 
actuar como centinelas para infecciones y daño tisular (Herz et al., 2017) no se 
puede descartar que tengan funciones difrenciales. Por lo tanto, es probable que 
se activen en respuesta a la exposición al estrés, pero se necesitan estudios más 
detallados para distinguir entre los roles de ambos tipos celulares; 2) aunque ni 
nosotros ni otros autores hemos detectado por técnicas de inmunohistoquímica 
alteraciones mayores en la cantidad de células microgliales que expresan iba1 
después de la administración de CLO (Polfliet et al., 2001; Faraco et al., 2017), 
no podemos afirmar inequívocamente que la metodología liposómica no altera 
las funciones de microglia y la reactividad, como se informó en el cerebro de rata 
neonatal (Fernandez-Lopez et al., 2016; Nelson & Lenz, 2017). Queda por 
dilucidar en futuros estudios si estas discrepancias están relacionadas con 
diferentes enfoques metodológicos (es decir, el diámetro de las vesículas de la 
emulsión liposómica), o con una capacidad fagocítica basal diferencial de la 
microglía entre el tejido cerebral in vivo neonatal y adulto; 3) se necesitan 
estudios más detallados de inmunohistoquímica, citometría de flujo y 
clasificación celular para caracterizar con precisión los tipos celulares que 
conforman la unidad neurovascular y que se ven afectados de manera directa / 
indirecta por la depleción selectiva de los PVM. Estos estudios ayudarán a 
evaluar las interacciones celulares que regulan la estructura y la función de la 
BHE en condiciones de estrés; y 4) la depleción selectiva de macrófagos no es 
un proceso irreversible, de hecho existe una tasa de reposición constante de los 





inmunes, con lo que en nuestro modelo de CMS podría estar teniendo lugar la 
reposición de la población de PVM en cerebro con un perfil inflamatorio diferente 
o incluso de otros tipos celulares inmunes. Este hecho podría estar relacionado 
con la variabilidad de los resultados observados en nuestro curso temporal de 



































1. En un un modelo de estrés agudo por inmovilización en rata, los PVM:  
- regulan la síntesis de TNF-α en corteza frontal  
- presentan un papel regulador en la vía de señalización de JAK/STAT  
- presentan un papel regulador en la vía proinflamatoria TLR-4/NF-κB/COX  
- están implicados en el estrés oxidativo y sus mecanismos antioxidantes 
de control dependientes del factor nuclear Nrf2  
 
2. En un modelo de neuroinflamacion inducido por estrés crónico moderado 
tras 21 días de exposición, los PVM presentan un papel regulador en la 
vía de señalización proinflamatoria del TLR-4.  
 
3. En un modelo de administración repetida de LPS, los PVM: 
 
- podrían estar implicados en el tráfico de células inmunes al SNC. 
También en un modelo de estrés social.  
- regulan la síntesis de IL-1β en corteza frontal. 
- están implicados en la síntesis de mediadores implicados en el tráfico de 
células inmunes, como: quimiocinas y sus receptores, moléculas de 
adhesión y metaloproteasas de matriz  
4. La manipulación genética de los PVM con oligonucleótidos silenciadores 
de ARNm específicos encapsulados en liposomas podría representar una 









6.2 Conclusions  
1. In an acute model of restraint stress in rats, PVMs: 
- regulate the synthesis of TNF-α in frontal cortex 
- showed a regulatory role in the signaling pathway of JAK / STAT 
- showed a regulatory role in the pro-inflammatory pathway TLR-4 / NF-κB / COX 
- and are involved in oxidative stress and its antioxidant mechanisms of control 
dependent on the nuclear factor Nrf2 
 
2. In a chronic mild stress-induced neuroinflammation model after 21 days of 
exposure, PVMs present a regulatory role in the proinflammatory signaling 
pathway of TLR-4. 
 
3. In a repeated administration LPS model, PVMs: 
 
- could be involved in the traffic of immune cells to the CNS. Also in a social stress 
model. 
- regulate the synthesis of IL-1β in frontal cortex. 
- are involved in the synthesis of mediators involved in the trafficking of immune 
cells, such as: chemokines and their receptors, adhesion molecules and matrix 
metalloproteases 
4. The genetic manipulation of PVMs with oligonucleotides silencing specific 
mRNAs encapsulated in liposomes could represent an interesting tool for the 
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